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Zur Chemie des Verderbens der Fette. 
IX. Mitteilung: 
Der EinfluB von Chlorophyll und yon Xanthophyll'. 
Von 
K. Taufel und R. Miiller?. 
jAus dem Institut fiir Lebensmittelchemie der Technischen Hochschule 
Karlsruhe. ) 
(Eingegangen am 22. Dezember 1939.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die gesamte organische Substanz wird in der Natur letztlich unter 
dem EinfluB des Lichtes mit Hilfe des fluoreszierenden Porphyrin- 
farbstoffes Chlorophyll aufgebaut, das sich in kleinen und allerkleinsten 
Konzentrationen in den jeweiligen Materialien pflanzlicher Herkunft 
vorfindet. Seine Eigenschaften sind deshalb fiir die Beurteilung des 
Verhaltens der hier in Betracht zu ziehenden Stoffe mittelbar oder 
unnittelbar von grundsatzlicher Bedeutung. Dies gilt auch fiir alle 
vegetabilen Fette und Ole, auf deren Neigung zur Autoxydation, vor- 
gebildet durch das Vorhandensein ungesattigter Fettsduren bzw. un- 
gesittigter Glyceride, dieser Farbstoff tiefgehenden EinfluB nehmen wird. 

Es ist seit langem bekannt, daB durch Belichtung fluoreszierender 
Farbstoffe Photo-Oxydationen ausgelést werden. Hierbei tritt ..aktiver™ 
Sauerstoff in Erscheinung. Entgegen den Vorstellungen, daB es sich 
dabei um eine unmittelbare Aktivierung des Luftsauerstoffs handele 
— eine Anschauung, die insbesondere von H. Kautsky® und Mit- 
arbeitern vertreten wird: es ist hier nicht Veranlassung, zu dieser wissen- 
schaftlichen Auseinandersetzung Stellung zu nehmen schlie Bt 
H. Gaffron* auf Grund der Ergebnisse seiner Versuche, da viel- 
mehr eine Anregung der NSauerstoffacceptoren und damit deren Aut- 
oxydation in Betracht zu ziehen ist. Das Chlorophyll wirke nur als 
Sensibilisator. Damit steht im Einklang, da®B dieser Farbstoff nach 


R. Willstatter und A. Stoll? gegen Sauerstoff vergleichsweise bestandig 


' VILL. Mitteilung vgl. Fette und Seifen 46, 554. 1939. * Die Unter- 
suchungen wurden mit Mitteln des Forschungsdienstes, Landwirtschaftliche 
Gewerbeforschung, ausgefiihrt; es sei hierfiir auch an dieser Stelle der Dank 
ausgesprochen. * Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 65, 1762, 1932; 66, 1588, 
1933; 68, 152, 1935: diese Zeitschr. 278, 374, 1935: 302, 137, 1939. 

* Zeitsehr. f. phys. Chem. (B) 37, 437, 1937: hier auch weiteres Schrifttum 
angegeben. — ° Untersuchungen iiber die Assimilation der Kohlensaure. 
Berlin, Jul. Springer, 1918. 
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ist. Die auch nach stundenlangem Belichten erst beginnende \)\, v 
bleichung, oft als ,,Autoxydation™ gedeutet, diirfte nach H. Ga /jro, n 
auf Reaktionen mit sekundir entstandenen Peroxyden zuriickzutiihiy) st 
sein. L 
Es erhebt sich die Frage. welche Nutzanwendung aus den yo 
stehend umrissenen Anschauungen fiir die Autoxydation, d.h. fiir «jy P 
Chemie des Verderbens der Fette zu ziehen ist. Dabei sollen die } P 
trachtungen zunachst auf pflanzliche Fette und Ole beschrankt werd ne 
die als Trager von Chlorophyll in Betracht kommen. (de 
Im Einklang und parallel mit Feststellungen von WM. RB. Co: all 
wurden in den letzten Jahren hier mannigfache Versuche durchgefiihr st 
die sich das Studium der die Autoxydation der Fette grundsiitzlic| vo 
férdernden Wirkung des Chlorophylls zum Ziel gesetzt haben. | de 
experimentellen Teil wird dariiber ausfiihrlicher berichtet. Die dort sa 
mitgeteilten Versuchswerte sowie die beigegebenen graphischen a: de 
stellungen vermitteln eine Vorstellung tiber die GréBe des Einflusse. Wi 
dieses Farbstoffs. Von Interesse ist die Feststellung, daB der pr ph 
oxydierende Effekt des Reinchlorophylls (hergestellt nach &. W// Di 
stdtter und A. Stoll) bei allen gepriiften Fetten (Kiirbiskern6l, Oliveno ere 
Mohndl, Schweinefett) wesentlich gr6Ber ist als derjenige des sogenannte 
Rohchlorophylls, dem neben anderen Stoffen auch Xanthophy!! al 
Begleiter beigesellt ist. Im Rohchlorophyll diirfte also zumindes! 
ein Stoff vorhanden sein, der die stark prooxydierende Wirkung de- 
reinen Chlorophylls abbremst. Es war zu erwagen, ob dies das Xanthio. 
phyll sein kénnte. Wie die Versuche lehren, trifft diese Vermutuny § \°" 
aber nicht zu. Es ist also zu folgern, daB im benutzten Rohchlorophy! For 
eine noch nicht bekannte Substanz der beobachteten Hemm-Wirkuny st, 
anwesend ist. Untersuchungen in dieser Richtung sind im Gange phy 
Aus den spater beschriebenen Versuchen geht ferner hervor, «i! 
‘bei der Behandlung der Fette mit Bleicherde neben der Entfernuny : 
des Chlorophylls — damit ist und muB eine Steigerung der Haltbarker i 
verkniipft sein auch andere Stoffe abgetrennt werden, was sic! = 
u. a. in einer Erhéhung der Neigung zur Autoxydation auswirke: “ieh 
also zu einer Begiinstigung des Verderbens fiithren kann. Dies gel On 
aus den Untersuchungen mit Mohnél (Abb. 3 und 4) und Hiihnerfet! gebi 
(Abb. 5) ttberzeugend hervor. Fiir die Praxis der Raffination der Fett; Fett 
und Ole sind aus diesen Feststellungen nicht unwichtige Folgerunge! greif 
zu ziehen. _ 
Unter Ankniipfung an die eingangs durchgefiihrten Betrachtwuige! _ 
ist zu erértern, welche Schliisse fiir die Theorie des autoxydative! — 
Fettverderbens sich aus der Vorstellung ergeben, daB im Falle der Mi 
20, 9 


1 Diese Zeitschr. 264, 259, 1933. — * Oil and Soap 15, 230, 15» “oleh 
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wirkung von Chlorophyll die primaren Umsetzungen nach H. Gajfron 
nicht auf eine photochemische Sensibilisierung des Luftsauerstoffs, 
sondern des Sauerstoffacceptors zuriickzufiihren sind. Wie liegen die 
Dinge nach dem jetzigen Stand der Kenntnisse / 

Nach R. Willstdatter! sowie nach J. Frank? hat man sich die erste 
Phase (,, VorbereitungsprozeB"*) der Wirkung des Chlorophylls bei der 
Photosynthese im griinen Blatt als ene Aktivierung von Wasserstoff 
nach A. Stoll? besitzt Chlorophyll ein reaktionsfahiges Kohlenstoffatom, 
das Wasserstoff leicht aufnimmt und abgibt, also sowohl zur Hydrierung 
als auch zur Dehydrierung bereit ist vorzustellen. Aus dem voll- 
standig hydrierten Chlorophyll (HH Chlorophyll) wird unter Aufnahme 
von Strahlung (4 vy) aktiver Wasserstoff abgespalten {Gleichung (1)}, 
der seinerseits tiber eine Zwischenstufe [Gleichung (2)] mit dem Luft- 
sauerstoff Hydroperoxyd in aktiver Form liefert [Gleichung (3)|. Das 
dehydrierte Chlorophyllmolekiil zerlegt unter Lichteinwirkung das 
Wasser in Wasserstoff und Hydroxyl: ersterer bildet das HH Chloro- 
phyll zuriick, letzteres fiihrt zu Hydroperoxyd (OH — OH --H.O,) 
Die weiteren Stufen der Assimilation sollen, da hier ohne Belang, nicht 
erortert werden. 

HH Chlorophyll + # » > H Chlorophytl H. 
H +0, —>HO, 
HO, + HO, —~ HO- OH + O,. 


Nach Gleichung (3) kommt es bei der photochemischen Mitwirkung 
von Chlorophyll sonach zur Bildung von Hydroperoxyd in aktiver 
Form, durch die erwartungsgemaB besondere oxydative Umsetzungen 
vusgelést werden, u.a. auch die der oxydativen Zerstérung von Chloro- 
phyll selbst, sofern nicht, wie in der Natur, anwesende Katalase das 
Hydroperoxyd zerstért. 


Die eben angestellten Uberlegungen, die, wie in einer spateren 


Veréffentlichung eingehender darzulegen sein wird, in der ersten 
Phase experimentellen Beobachtungen recht gut Rechnung tragen. 
vieht M. R.Coe* zur Erklarung der Peroxydbildung beim autoxy- 
dativen Verderben der Fette heran. Er unterstellt, da} das primar 
gebildete Hydroperoxyd in aktiver Form (HO - OH) die ungesattigten 
Fettsauren bzw. Glyceride oxydierend und schlieBlich abbauend an- 
greift. Als Stiitze fiir diese Annahme ist anzufiihren, daB Katalase, 
wie M. R. Coe auch gezeigt hat und wie wir selbst ebenfalls belegen 
kOnnen, unter geeigneten Versuchsbedingungen, z. B. bei Fett-Emul.- 
sionen, deutlich antioxygene Eigenschaften entfaltet®. Des weiteren 

’ Naturwiss. 21, 257, 1933. * Ebenda 28, 226, 1935. ’ Ebenda 
20, 955, 1932. * Oil and Soap 15, 230, 1938. > Uber die Ergebnisse 
oleher Versuche wird demniichst zu berichten sein 
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ist hier anzufuhren, daB nach WM. R. Coe gewohnliches Hydropero sy, 
einem ©] zugesetzt, das Verderben nicht beschleunigt. Die Wirk ing 
setzt also eine aktive Form voraus. Damit steht im Einklang. ja); 
Peroxyde keinen Russell-Effekt! geben, wohl aber ein autoxydiertes 
Fett. 

Die eben erérterten Anschauungen stellen eine Reihe von Gesicht. 
punkten von grobem heuristischem Wert heraus, die das Wesen de 
Autoxydation der Fette und Ole in neuem Lichte erkennen lasse) 
Damit in Zusammenhang stehend, ergibt sich zwanglos auch cin 
neue Auffassung fiir die Wirkungsweise der Antioxygene, die in noc! 
kaum bekannter Weise sich in das komplizierte chemische Geschele 
des Verderbens der Fette einschalten. Welche Folgerungen sich yo) 
der dergestalt gewahlten Warte aus ergeben, dariiber soll an Hand 
des hier bereits vorliegenden experimentellen Materials demnachst 





berichtet werden. 
Experimenteller Teil. 
!. Versuche mit Chlorophyll. 

Das zuerst benutzte Kiirbiskernél wurde durch Extraktion yo) 
Kiirbiskernen mit Ather und nachfolgendes Vertreiben des Lésuny: 
mittels, nach vorheriger Filtration, unter Durchleiten von Kohlendioxy 
von uns dargestellt. Man erhielt dabei ein durch Chlorophyll. star! 
eriin gefairbtes, blutrot fluoreszierendes Ol, dem der Farbstoff dure! 
5 Minuten wahrendes Riihren mit 10 °%, seines Gewichts an Adsorbentiec: 
(Clarit-Standard, Tierkohle, Marke Esbit spezial der Carbo Nori: 
Union, und Fullererde) schon in der Kalte entzogen werden konnt: 
das Ol wurde vom Klarmittel abgesaugt3. 

Um die Neigung des Rohéles zur Autoxydation mit dem Verhialte: 
der entfarbten Praparate vergleichen zu kénnen, wurden die einzelne 
Proben im Stehversuch (Petri-Schale) an der Luft iiber langere Zeit hi 
an Hand der Ermittlung des Gehalts an gebildetem Peroxyd nach de 
Verfahren von (. H. Lea* beobachtet. Die Ergebnisse sind in Tabelle | 












zusammengestellt. 

Nach Tabelle I zeigt sich, daB die Entfarbung des Kiirbiskerno) 
ein Absinken der Neigung zur Autoxydation im Gefolge hat. Da vo 
den angewandten Adsorbentien neben dem Chlorophyll sicherlich auc! 












' Wirkung auf den photographischen Film. Proc. Roy. Soc., Londo 
60, 409, 1899. 2 Ein Teil dieser Versuche stammt aus dem Jahre 1936. 
sie wurden von Herrn Dr. O. Bauer ausgefiihrt, muBten aber damals wege! 
Wegganges von Miinchen aufgegeben werden. 3 Bei Clarit war das 0 
gelblich bis fast véllig farblos, bei ‘| 







Fullererde war noch schwache flu 
' Vel. K. Taufel u. J. Kéchling, Fette und seit 





reszenz bemerkbar. - 
45, 493, 1938. 
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elle lL. Autoxydationvonrohemundentfarbtem Kiirbiskerndél. 





Entfirbtes Ol, eptfiirbt mit 


Rohes Ol : ‘ 
Clarit (10 ° ; Fullererde (10 ®/») lierkohle (10 


Verbrauch an 1300 n Natriumthiosulfatlésung 
ecm cem 
7,82 , 6,38 6.68 5.86 
9,02 6.62 (26 5,96 
9,11 6.73 6,76 5.76 
11,08 6,72 7,90 6,80 


14,48 9,89 nicht bestimmt nicht bestimmt 
17,05 9,75 8.69 10,28 


lere, unbekannte Begleitstoffe aus dem Ol entfernt werden, die 
moglicherweise auf die Geschwindigkeit der Autoxydation Einflub 
nehmen, muBte zur Klarung der Sachlage iiberpriift werden, wie sich 
das entfarbte Kiirbiskernél bei Wiederzusatz von Chlorophyll verhalt 
Der Versuch nach Tabelle L (aus dem Jahre 1936) wurde daher wiederholt 





Abb. 1 Autoxvdation von Kiirbiskernél 
(PreBol) nach Entfarbung bei Zimmer 
temperatur. 

kurve —— Rohdl (15 cem) 

» Rohél (15 cem), bei Zimmer- 
temperatur mit Clarit  be- 
handelt 
Rohél (15 cem), bei Zimmer- 
temperatur mit Clarit be- 
iandelt, dann Zusatz von 
1 ecem = alkoholischer Roh- 
chlorophyllésung. 

- Rohél (15 cem), bei Zimmer 
temperatur mit Clarit br 
handelt. dann Zusatz von 
0.5 cem alkoholiseher Rein 
chlorophyllésung 











Kin KiirbiskernpreBél (vom Jahre 1936) mit hohem Chlorophyil- 


zehalt — das Ol besafB eine vergleichsweise noch niedrige Peroxydzab!| 
wurde mit 10° 


40 


seines Gewichts an Clarit sowohl bei Zimmertemperatur 
ils auch bei 96°C, der in der Praxis wohl meist angewandten Tem- 
peratur, 10 Minuten lang behandelt und dann durch Filtration vom 
Klirmittel abgetrennt. Es ergab sich ein nicht fluoreszierendes, nurmehr 
schwach gelbliches Praparat. 

Einer Probe von 15 cem davon wurde reines, in Alkohol gelostes 
Chlorophyll, hergestellt nach R. Willstdtter und A. Stoll), in einer Meng 


' Untersuchungen iiber Chlorophyll, S. 133 und 138.) Berlin, Jul 
‘Springer, 1913. 
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von 0,5 ccm einer Lésung von 0,56 g in | Liter zugesetzt: eine weiter 
Probe von 15 ccm erhielt 1,0 ccm eines alkoholischen Extraktes ay. 
getrockneten Brennesselblattern!. Die beiden vorerwahnten Probe; 
sowie jeweils die entfarbte Olprobe wurden im Stehversuch iiber langer 
Zeit hin an Hand des Verfahrens nach C. H. Lea gepriift und zwa 
sowohl die bei Zimmertemperatur als auch die bei 96°C entfarbte; 
Muster. Die Ergebnisse der Versuche sind in den Abb. 1 und 2 graphise! 
dargestellt. 

Aus den Abb. 1 und 2 erhellt, daB das entfarbte Kiirbiskern 
auf Zusatz von Reinchlorophyll in seiner Neigung zur Autoxydatio) 





Abb. 2. Autoxydation von Kiirbiskerné! 
(PreBél) nach Entfirbung bei 90° ( 
(10 Minuten lang erhitzt). 

Kurve 1: Rohl (15 eem). 

2: +» Rohédl (15 cem), bei gor ¢ 
mit Clarit behandelt. 
Rohél (15 cem), bei vor ¢ 
mit Clarit behandelt, dani 
Zusatz von leem alkoholi 
scher Rohchlorophyllésuny 
Rohédl (15 cem), bei 90° ¢ 
mit Clarit behandelt, dan: 
Zusatz von 0,5 cem Rei: 
chlorophyllésune. 











Lagerseit lage 


wesentlich gesteigert wird. Die festgestellten Peroxydwerte erreiche: 
zwar nicht diejenigen des stark chlorophyllhaltigen Rohéles. dies is! 
‘aber erklarlich, da die Konzentration an Chlorophyll im urspriingliche: 
Rohél héher war als im behandelten Produkt. 

Auch auf Zusatz von Rohchlorophyll setzt sich eine Steigeruny 


der Autoxydationsgeschwindigkeit gegeniiber dem entfarbten (1 durc! 
Die Peroxydwerte bleiben aber, trotz der etwa gleichen Konzentratio 
an Chlorophyll wie bei der Reinchlorophyllprobe, wesentlich unte: 
denen der letzteren. Man wird zu der Anschauung gefiihrt, caf ir 
der Rohchlorophyllésung eine unbekannte Substanz vorhanden sei! 
muB, die die beschleunigende Wirkung des Chlorophylls abbremst 


' Von diesem Auszug aus Brennesselblattern, der Rohchloroph 
enthalt, muBte das Doppelte an alkoholischem Extrakt (= I ccm) ve 
wendet werden wie von der alkoholischen Lésung von Reinchloroph) 
(= 0,5 cem), um eine Olprobe der etwa gleichen Farbtiefe zu erhalte: 
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Die bei 90° C geklarte und dann mit Chlorophyll versetzte Probe 
verhalt sich ganz ahnlich wie das bei Zimmertemperatur behandelte (I. 
Die beim Stehversuch nach der Lea-Probe ermittelten Ergebnisse 
wurden auf andere Weise sichergestellt. Kiirbiskernél zeigt beim 
langeren Stehen Filmbildung; es trocknet. Nach 41 tigiger Lagerung 


waren die obengenannten Rohélproben, d.h. das urspriingliche sowie 


das auf 90° erhitzte Produkt, stark verfilmt. die anderen Proben aber 
noch mehr oder minder fliissig. Es weist sich also auch auf diese Weise 
der die Autoxydation und damit das 
Trocknen beschleunigende Kinflu®B des 
Chlorophylls aus. 


1 





_ 
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{bb, 3. Autoxydation von Mohnél nach Abb. 4. Autoxydation von Mohndél nach 
Entfirbung bei Zimmertemperatur Entfirbung bei 90°C (10 Minuten lang 
Kurve 1: Mohndél (15 cem). erhitzt). 
2: -+.-» Mohndl (15 cem), bei Kurve 1: ——— Mohndél (15 cem). 
Zimmertemperatur mit ys 2: —+.-. Mohnél (15 cem), _ bei 
Clarit behandelt. 90°C mit Clarit  be- 
Mohnél (15 eem), bei handelt. 
Zimmertemperatur mit sg 3: Mohnél (15 ecm), bei 
Clarit’ behandelt, dann 90° C mit Clarit behan- 
Zusatz von leem alko- delt, dann Zusatz von 
holischer Rohchloro 1 cem alkoholischer Roh- 
phyllésung. chlorophyllésung. 
Mohn6él (15 cem), bei ! : Mohnél (15 cem), bei 
Zimmertemperatur mit 90°C mit Clarit behan- 
Clarit behandelt, dann delt, dann Zusatz von 
Zusatz von 0,5cem al- 0,5 eem  alkoholischer 
koholischer Reinehloro- Reinchlorophyllésung. 
phy llésung. 


Da sich auf Grund langjahriger Erfahrungen die Fette verschiedener 
L ' ¥ . ‘ ‘ - . . . . . 7 
Herkunft bei der Autoxvdation und auch hinsichtlich der darauf Ein- 
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fluf$ nehmenden Faktoren unter Umstanden recht unterschiedlic 
halten kénnen, wurde die Wirkung des Chlorophylls weiterh 
Mohnél, Olivenédl und Schweinefett studiert. 

Uber das Verhalten des Mohnéles unterrichten die graphi 
Darstellungen in Abb. 3 und 4: daraus sind folgende Schliisse zu zie)) 

Im Gegensatz zu dem Verlauf der Autoxydation beim = Kiirh). 
kernél, bei dem nach den Abb. 1 und 2 von einer ,,Induktionsperind 
praktisch nichts zu merken ist, verlauft die Sauerstoffaufnahme 
Mohn6l in der einleitenden Phase zunachst sehr langsam und koi 
erst allmahlich in Gang. Der Zusatz von Roh- und Reinchloroy)| 
wirkt sich hier ganz ahnlich wie beim Kiirbiskern6l in einer Steige: 
der Autoxydationsgeschwindigkeit aus. 

Die Verfolgung der Filmbildung bei den Mohnélproben erh 
die Feststellungen gemaB der Peroxydzahl. 

Entgegen dem Verhalten des Kiirbis6les erfolgt beim Mohnol di 
die Behandlung mit Clarit eine erhebliche Beschleunigung der Sai: 
stoffaufnahme. Wahrscheinlich wird letzterem Ol dureh die Klar 
auf dem Wege der Adsorption ein antioxvgen wirksamer Stoff entzoz 
Ks liegt hier ein Beispiel fiir jenen Fall vor, wonach durch die Raffinat 


(adsorptive Behandlung) die Autoxydation eines Oles  beschlewnix 


die Haltbarkeit also beeintrachtigt wird. Analoges wurde bei ei 
mit Clarit behandelten Hiihnerfett festgestellt (vgl. spater). 

Die mit Olivendl und Schweinefett durchgefiihrten Versuch 
liefen in der erwarteten Weise. Ohne daB es notwendig erschei 
einzelne experimentelle Tatsachen hier anzugeben, sei festgeste!'' 
daB durch Zusatz von Roh- oder Reinchlorophyll — letzteres ent wicke! 
immer die erheblich starkere Wirkung als ersteres — die Geschwindiyk 
der Aufnahme des Sauerstoffs deutlich gesteigert wird. 


2. Versuche mit Xanthophyll. 


Die gegeniiber dem Reinchlorophyll deutlich schwacher 
einflussung der Autoxyvdationsgeschwindigkeit durch das Roheh/or 
phyll legte, wie schon erwahnt, die Vermutung nahe, darin eine Wirku 
des stindigen Begleiters des Chlorophylls in der Natur, namlic! 
Xanthophylls, zu erblicken. Es erschien nicht ganz unmdglicli 
von diesem Stoff eine Abschwachung des positiven Einflusses des fi 
chlorophylls ausgeht. 

H.S.Olcovich und H. A. Mattill) stellten fest, da Carot 
Induktionsperiode von Schweineschmalz und Dorschtran  erli 
abkiirzt, daB also Prooxygene vorliegen. In ahnlicher Richtung 


! J. biol. Chem. 91, 105, 1931. 
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dic Befunde von W. Franke!. Carotin und Xanthophyll verhalten 
sich nach ihm bei Oliven- und Lein6l indifferent, bei Ol- und Leinélsaure 
wirken sie prooxygen. Setzt man neben Carotinoiden gleichzeitig 
Hamin zu, dann tritt allzemein bei den Olen sowie bei Ol- und Leinél 
siure eine starkere prooxygene Wirkung hervor. Fiigt man weiterhin 
Pyridin zu diesen Systemen hinzu, dann kehren sich nach W. Franke 
die Verhaltnisse um: es tritt (gemessen in der Atmungsapparatur nach 
Barcroft-Warburg) ein deutlicher antioxvgener Effekt auf. Die Sachlage 





ee i Wee te ” 
. - 
ip pee or 


‘\ a 


VA 


2 


i 
if 
Y 











Lagerze/ 7 


Abb. 5. Autoxydation von Hihnerfett und Butterfett bei Zusatz von Nanthophyll 
—— Hiihnerfett (15cem), auf 50°C erwiirmt (10 Min.). 

«+ Hiihnerfett (15 cem), bei 50°C mit Clarit behandelt (10 Min,) 
Hiihnerfett (15 cem), bei 50°C mit Clarit behandelt (10 Min.), dann Zusatz von 
Jeem einer iitherischen Xanthophyllésung (etwa 0,1 °/ ig). 
Butterfett (15cem), auf 50°C erwirmt (10 Min.) und filtriert. 
Butterfett (15cem), bei 50° C mit Clarit behandelt (10 Min.). 
Butterfett (15cem), bei 50°C mit Clarit behandelt (10 Min.), dann Zusatz von 
Icem einer iitherischen Xanthophyllésung (etwa 0,1 ig). 


ist sonach bisher noch ungeniigend geklart ; Versuche erscheinen deshalb 
is sehr wiinschenswert. 

Es wurde ein stark gelb gefarbtes Hiihnerfett mit Clarit in der 
schon beschriebenen Weise bei 50°C behandelt; die Hauptmenge des 
gelben Farbstoffs lieB sich dadurch entfernen. Zu 15 cem des so vor- 
bereiteten Produkts wurde | ccm einer etwa 0,1 °,igen atherischen 
Lésung von Xanthophyll zugegeben : letzteres war nach R. Wil/stdtter und 
W. Mieg? aus getrockneten Brennesselblattern hergestellt worden. 
Der zeitliche Verlauf der Autoxydation im Stehversuch, durch die 
Ermittlung des Peroxydwertes nach (. H. Lea gemessen, ist in Abb. 5 
graphisch dargestellt. 

In analoger Weise wurden Versuche mit Butterfett und Nantho 
phyll angestellt : die Ergebnisse finden sich ebenfalls in Abb. 5 zusammen- 
vestellt. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 212, 234, 1932. 2 Liebigs Ann. 355. 
1, 1907. 
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Aus Abb. 5 ist ersichtlich, daB die Geschwindigkeit der Autoxy (|; 
tion im Falle des Hiihnerfetts nach der Behandlung mit Clarit ra. 
ansteigt; das dann zugesetzte Xanthophyll erweist sich praktisch 
ohne weiteren EinfluB. Durch das Klaren wird also dem Hithnerte+ 
ein von Haus aus vorhandenes Antioxydans entzogen. 


Beim Butterfett ist nach Abb. 5 zunachst ein unterschiedliches 
Verhalten der drei Proben nicht zu beobachten. Erst nach einer Lage: 
zeit von iiber 60 Tagen treten Verschiebungen auf, die darauf hindeuten 
da® sich das Xanthophyll als Prooxydans auswirkt. Dies gibt zu dei 
Vermutung AnlaB, daB auch beim Hiihnerfettversuch, der nach 61 Tages 
bereits abgebrochen worden ist, ein ahnliches Verhalten zu erwarte: 


wire. Weitere Versuche miissen dariiber AufschluB geben. 
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Uber Grenzdextrine und Stiirke. 


V. Mitteilung: 
Uber die Vergirbarkeit von Stirkeabbauprodukten '. 
Von 
K. Myrbiack. 
Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm. 
(Eingegangen am 12. Dezember 1939.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Unter den vielen Fragen, die im Zusammenhang mit dem Kon- 
stitutionsproblem der Starke gelést werden miissen, ist vielleicht folyende 
die wichtigste: Enthalt die Starke andere Glykosidbindungen als die 
x-glykosidische 1,4-Bindung (die ,,Maltosebindung’)/ Die grund- 
legenden Untersuchungen von K. H. Meyer, Freudenbery, Haworth u. a. 
haben ja auBer Zweifel gestellt, dab wenigstens 90°,, wahrscheinlich 
sogar wenigstens etwa 97°, aller Glykosidbindungen der Starke von 
diesem Typus sein mtissen. Indirekte Methoden kénnen aber kaum 
die Méglichkeit ausschlieBen, dali einige wenige Prozente andersartige: 
Bindungen vorhanden sein kénnten, was auch von den genannten 
Autoren hervorgehoben wurde. Fiir das Starkeproblem ist diese Frage 
ungemein wichtig, sie schlieBt beispielsweise die Frage ein, ob die Stirke- 
molekiile verzweigt sind oder nicht. 

In unseren Arbeiten tiber die Starke und die Grenzdextrine haben 
wir versucht, dieser Frage in der Weise naherzutreten, dais wir eine 
.Anreicherung*’ der eventuell vorhandenen anormalen Bindungen ver- 
suchten. Wir gingen dabei versuchsweise von der Annahme aus, dafs 
die gew6hnlichen Amylasen vorzugsweise nur die Teile der Starke- 
molekiile in Maltose spalten, die nach der Haworthschen Formel gebaut 
sind, wahrend solche Teile der Molekiile, die andere Bindungen oder 
sonstige Anomalien enthalten, als Grenzdextrine iibrigbleiben (1). Zur 
lsolierung der Grenzdextrine aus den Verdauungsgemischen ist’ es 
notwendig, zuerst die Hauptmenge der Maltose zu entfernen. Dazu 
vergart man die Maltose (und eventuell daraus entstandene Glucose) 
durch lebende Hefe. Man nimmt also an, daB aus der Starke sonst keine 
vergarbaren Stoffe gebildet werden. Wahrend unserer Arbeiten sind 
wir aber allmahlich zu der festen Uberzeugung gekommen. daB auch 
andere aus der Starke bei der Amylasewirkung gebildete Saccharide 


' Altere Literatur tiber Vergatung von Dextrinen, s. Kuler u. Lindner, 
Chemie der Hefe und der alkoholischen Garung 1915. 
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vergarbar sind, wenn auch die Gargeschwindigkeit viel kleiner al- d 
der Maltose ist. Diese Feststellung ist fiir das ganze Problem <-), Jn 
wichtig: es ist sehr wohl méglich, daB man bei der Behandlung gf 
frischer Hefe nicht nur die Maltose sondern auch ganz oder teilweis . 
eben die Saccharide entfernt, die man im Gemisch sucht. 

Bei der Beurteilung von Fragen iiber die Vergarbarkeit von Sa i 
riden dieser ‘Art muB man nicht nur auf die Charakterisierune dey 5 
Zucker sondern auch auf den Zustand der angewendeten Hefe achte in 
Trockenhefen, und zwar sowohl von Brauereiunterhefe wie von Prefihet Br 
vergaren nicht nur die gewohnlichen vergarbaren Zucker sonde1 V 
auch mehr oder weniger vollstandig Starke, Glvkogen und Dextrine (2 D 
Dasselbe gilt fiir Macerationssaft und wahrscheinlich auch Pretjsat nT 
aus den Hefen. Dab Starke usw. durch lebende Hefe nicht vergore ul 
wird, wird daraut zurtickgefiithrt, dab die Hefenmembran dafiir «1 M 
durchdringlich ist. Man kénnte dann denken, daB Hefe, die z. B. lAnver ne 
Zeit gelagert und ein wenig beschadigt worden ist, eine vergréfert ka 
Permeabilitat und dadurch eine Fahigkeit héhere Saccharide zu ve ers 
varen, erwerben kénnte. Gewisse Versuche scheinen auch anzudeute; fol 
daB gelagerte Brauereiunterhefe, die ja sehr leicht in Autolyse gerat eal 
gewisse Dextrine leichter vergart als ganz trische Hefe (3). Andererseit wit 
zeigen Versuche mit ganz frischer PreBbhefe, die auBerordentlich halt ba: sii 
ist und sich in Monaten im Kiihlschrank nicht nachweislich verandert Er: 
daB viele Dextrinpraparate auch in diesem Falle weitgehend vergarha: inn 
sind. Die Gargeschwindigkeit ist aber im Verhaltnis zu der der Ghucos Tre 
bzw. Maltose so klein und die Induktionszeit so lang, daB man div die 
Erscheinung ganz vermiBt, wenn man nicht die Garversuche jibe: nie 
langere Zeit ausdehnt (6 Stunden und mehr). Tre 

Es fragt sich nun: Ist es ttberhaupt denkbar, dab von Starkealha wer 
produkten andere als Glucose und Maltose von lebender Hefe vergore: iuf 
werden ’ Ist das der Fall, so muB geschlossen werden, daB entwede Um 
andere Disaccharide als Maltose gebildet werden oder daB auch 7. B dies 
Trisaccharide vergoren werden. Unabhangig davon, ob andere D tus 
saccharide entstehen oder nicht, geht aus unseren Versuchen hervor. «a! Zell 
auch Trisaccharide vergoren werden kénnen. Dab bei der Vergarung. se No : 
es von Disacchariden oder héheren Sacchariden, keine p-glykosidischie: put 











Bindungen gelést werden. kann als sicher betrachtet werden. Ks ist 

auch sofort zu betonen, daB keine Versuche dafiir sprechen, dali di flac] 
von uns erhaltenen Stoffe solehe Bindungen enthalten sollten. Unter Koh 
anderem liegen die spezifischen Drehungen so nahe der der Maltose !)2\\ erwe 
héher, da die Anwesenheit auch einer einzigen §-Bindung in diese! sace 
niedrigmolekularen Stoffen vollkommen ausgeschlossen erscheint e! Spe 
sucht man sich nun eine Auffassung zu bilden iiber die Méglic!i sou und 
der Vergarung «-glucosidischer Saccharide, so st6Bt man sofort I bere 
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dice alte Frage titber die direkte Vergérung der Disaccharide. Soweit 
mal das vorliegende Versuchsmaterial beurteilen kann, muB an- 
genommen werden, dab die Maltose direkt, d.h. ohne vorangehende 
Spaltung durch die Maltase, vergoren wird. Dies wurde von Wullstdtte: 
und Bamann (4) und von Willstdtter und Lowry (5) geschlossen, vor 
lem, weil die Maltosegirung bei solchen pxu-Werten mit grober Ge- 
schwindigkeit vor sich geht, bei welechen die Wirkung der Maltase 
in vitro vollkommen unterdriickt ist. Zu demselben SchluB kommen 
neverdings Lethowitz und Hestrin (10) auf Grund von vergleichenden 
Versuchen tiber die Vergarung von Maltose und «-Methylglucosid. 
Da die Maltose viel schneller als das «-Methyvlglucosid vergoren wird 


und die Maltosegéirung in einer ganz anderen Weise vou Temperatur 


und po abhangt, mu’ angenommen werden, da’ die Maltose ohne 
Mitwirkung der Maltase vergoren wird. wenn es berechtigt ist anzu- 
nehmen, daB das Methylglucosid erst nach Spaltung vergoren werden 
kann und daB die Hefezelle fiir Methylglucosid permeabel ist. Die 
erste Annahme scheint ohne weiteres berechtigt zu sein. die zweite 
folgt aus der Feststellung von Willstdtter und Rohdewald, dal die Hefen- 
carbohydrasen in den Zellen so zuganglich fiir ihre Substrate sind, 
wie wenn die Enzyme frei gelést wiren (6). Dies ist im Falle der Hefen- 
saccharase vollkommen bewiesen. Es treten aber in anderen Fallen 
Erscheinungen auf, die schwer zu deuten sind. Es sei z. B. daran er- 
innert, daB die zu unseren Versuchen angewendete PreBbhefe sehr viel 
Trehalose enthalt. Obgleich auch Trehalase vorhanden ist, so wird 
die, allem Anschein nach in den Zellen frei vorkommende Trehalose 
nicht vergoren. Dagegen wird in der umgebenden Loésung  geléste 
Trehalose vergoren. Beide Erscheinungen kénnen in Einklang gebracht 
werden, wenn man annimmt, das sowohl Saccharase wie Trehalase 
iuf der Oberflache der Hefezelle lokalisiert sind. Dies ist schon aus dem 
Umstande wahrscheinlich, da die Saccharase der lebenden Zelle genau 
dieselbe Aktivitéts-py-Kurve zeigt als das frei geléste Enzym, denn 
us anderen Griinden mu} angenommen werden, daB im Inneren der 
Zelle meistens ein anderes py herrscht als in der Suspensionsfliissigkeit. 
No zeigt die ,,Zymase"’ in Trockenhefen und Saften ein viel schmaleres 
px-Optimum als die Garung der lebenden Hefe (7). 

Nimmt man nun an, daB die «-Glykosidase der Hefe auf der Ober- 
flache der Zelle lokalisiert ist, oder jedenfalls, da niedrigmolekulare 
Kohlenhydrate dem Enzym zuganglich sind, so kann méglicherweise 
erwartet werden, da das Enzym andere «-glykosidische Di- und Tri- 
saccharide als Maltose spalten wird. Zwar diirfte die Weidenhagensche 
Spezifitatstheorie in ihrer allgemeinsten Form nicht richtig sein (Maltase 
ind Trehalase sind beispielsweise nicht identisch), doch erscheint es 
herechtigt anzunehmen, daf z. B. eine 6-[%-Glucosido-|Glucose ge- 
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spalten werden kénnte. Unmdoglich erscheint auch nicht, daB das E) 
eine 6-{%-Maltosido-|Glucose oder eine Maltotriose angreifen ké: 
Héhere Dextrine werden dagegen nicht gespalten. 

Fir die folgenden Garungsversuche wurde die frische PreBhete / 
Stockholms Norra Jastfabrik angewendet. Von einer Suspension 
20 g¢ PreBhefe in 100 cem 1°, Phosphatpuffer von px 5 wurden je 2 
mit 2cem Zueckerl6sung versetzt. Die Garungen wurden im = Sehiitt: 
thermostaten bei 30° ausgefiihrt und die Kohlensaure itiber Queck- 
vemessen. Fir die erste Versuchsrethe (Tabelle I) wurden auBer der 
wOhnlichen Zuckern folgende Praparate angewendet : 

1. «-Methylglucosid, nach Fischer dargestellt. 

2. Trehalose (Monohydrat), nach Myrbdck u. Ortenblad (8) darge 

3. Ein Grenzdextrinpraparat aus Maisstirke. Eine in einer friily 
Arbeit (3) beschriebene Dextrinfraktion (mit MM VII bezeichnet), die etwa- 
Maltose enthielt, wurde durch kurze Behandlung mit frischer Hefe dayoy 
befreit. Die klar filtrierte Lésung wurde zum Vertreiben des Alkolol- 
auf ein passendes Volumen eingeengt. Die Lésung enthielt 0,168 g pro con 
Die Reduktionsfahigkeit entsprach pro cem 0,056 g Glucose. Nach vo! 
standiger Séurehydrolyse wurde pro cem 0,178 g Glucose gefunden (he 
0.180 g). Die Substanz ist also ein Trisaccharid, was schon durch Moleku! 
vewichtsbestimmungen und Vergleich mit den anderen Grenzdextri: 
fraktionen derselben Reihe sehr wahrscheinlich war. 

Zwischen Glucose und Maltose einerseits und den anderen Zucker 
andererseits macht sich also ein Unterschied geltend, erstens dadurc! 
daB die Garungsgeschwindigkeit der ersten viel gr6éBer ist, und zweitens 
durch eine verschiedene Abhangigkeit der Geschwindigkeit von de 
Substratkonzentration. Bei Glucose und Maltose ist die Geschwindiy 
keit bis zu den niedrigsten untersuchten Zuckerkonzentrationen koi 
stant, bei den anderen Kohlenhydraten steigt die Gargeschwindigkeit 
etwa proportional der Substratkonzentration. Dies steht in  volle: 
Ubereinstimmung mit den Befunden von Leibowitz und Hestrin beziiglic! 
der Vergaérung von a-Methylglucosid. Weitere Unterschiede zwische 
den Zuckerarten findet man in der Lange der Induktionszeit. Dies 
ist bei unserer Hefe fiir Glucose beinahe Null, fiir Maltose etwa 1 Stund: 
fiir die anderen Stoffe etwa 3 Stunden. Die Induktionszeit ist) von 
allerlei Faktoren stark abhangig. Will man aus der Induktionszei! 
Schliisse ziehen, so ist es unbedingt notwendig, gleichzeitig Versuch 
mit allen in Frage kommenden Zuckern anzustellen. Aber abgeselc 
von der Induktionszeit sind die Garkurven der verschiedenen Zucke! 
so charakteristisch, daB es ohne Schwierigkeit méglich ist, in Zuck«: 
Dextringemischen die Anwesenheit und approximative Menge 
Glucose, Maltose und vergarbaren Dextrinen festzustellen. 


Beispiel 1. Die erwahnte Dextrinfraktion MM VIL wurde im (eu 
versuch gepriift. Parallelversuche mit Glucose und Maltose. AuBerde 


wurde ein Hydrolysat des Grenzdextrins untersucht: 1g wurde 1! 
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n Schwefelsiure so lange bei 85° gehalten, bis die Reduktionsfal 


































Ind 
auf das Doppelte yestiegen war. Dann wurde mit Bariumhydroyy, (a 
neutralisiert, filtriert und eingeengt. lak 
Aus der Abb. 1 ist folgendes ersichtlich: Die Garkurve des De yiri) sinc 
praparats ist aus zwei Teilen zusammengesetzt. Der erste Teil sei sie 
die Anwesenheit von etwa 0,028 g Maltose, der zweite, langsam steivend, Pic 
Teil zeigt die Vergairung des Trisaccharids an. Die Garkurve des Dextri; ler 
hydrolvsats ist aus drei Kurven zusammengesetzt: Der erste ‘I, el 
zeigt die Anwesenheit von etwa 0,024 ¢ Glucose, der zweite Teil en Car! 
spricht etwa 0,016 ¢ Maltose und der dritte Teil zeigt wieder die Ve mel 
ro 
0 ] 4 3 $Y a 10St0. 
Abb, 1. WKurve 1: 0,10 g Glucose; Kurve 2: 0,10 g Maltose; Kurve 3: 0,10 g G1 
dextrin MM Vil; Kurve 4: 0,10 g MM VII, teilweise hydrolysiert: Kurve 5: zucke) 
treies Dextrin. 
garung des ungespaltenen Dextrins. Die letzten Teile der Kurver 
und 4 entsprechen sehr gut der aus den Versuchen der Tabelle I berec! 
neten Geschwindigkeit der Vergirung des zuckerfreien Dextrins im § 
In vielen Fallen ist festgestellt worden, daB das Einsetzen de: hese 
Maltosegarung in hohem Grade davon abhiangig ist. ob die Hefe zuers! Pref 
mit Glucose in Beriihrung war. Setzt man also zu einer maltosehaltive Blis 
Garmischung eine Spur Glucose, so setzt nach einigen Autoren di view 
Maltosegirung sehr viel frither ein als in einem entsprechenden Versuc! meis 
ohne Glucose. So fanden Leibowitz und Hestrin, daB lebende Prelihet: iber 
reine Maltose nur nach einer ziemlich langen Induktionszeit und dam weni 
mit recht geringer Geschwindigkeit vergart. Behandelt man aber § verg 
die Hefe zuerst mit einer ganz geringen Menge Glucose, so setzt di Malt 
Maltosegirung sofort ein, und zwar mit einer bedeutend gréeren G Malt 
schwindigkeit. Im Falle der Vergéirung des -Methylglucosids wurde ‘i den 


Bi 
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Induktionszeit ebenfalls durch Glucosezusatz stark abgekirzt, die 


Gargeschwindigkeit wurde aber nicht gedindert. Die Autoren schlieBen. 


laB Spuren von Glucose fiir das Kintreten der Maltosegaérung notwendig 
sind, oder daB die Garung in simtlichen Fallen iiber Glykogen verliuft 
siehe Willstatter und Rohdewald (9)\, und daB die Synthese desselben 
leichter aus Glucose als aus Maltose geschieht. Die Induktionsperiode 
ler Maltosegarung sollte also bedeuten, daB die Hefe gezwungen ist. 
juerst aus Maltose durch die Maltase oder méglicherweise durch andere 
(arbohydrasen aus anderen Kohlenhvdraten die nétige kleine Glucose- 
menge zu schaffen. 

Wahrend unserer Arbeiten iiber die Vergirung von Starkeabbau- 
rodukten haben wir einzelne PreBhefeproben untersucht, die sich 
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0 ? 4 

Kurve 1: 50 mg Glucose; Kurve 2: 50 mg Maltose; Kurve 3: 50 mg Maltose 
Glucose; Kurve 4: 50 mg Maltose + 10 mg Glucose: Kurve 5: 50 mg Maltose 
+ 50 mg Glucose. 


m groBen und ganzen so verhielten, wie von Leibowitz und Hestrin 
heschrieben wird. In den meisten Fallen verhielt sich aber unsere 
PreBhefe ganz anders. Maltose wird, genau wie in den Versuchen von 
blish und Sandstedt (11) und von Leibowitz und Hestrin, erst nach einer 
iemlich langen Induktionszeit vergoren und die, Geschwindigkeit ist 
meistens niedriger als die der Glucose. Durch Glucosezusatz wurde 
iber daran nichts gedindert. Lat man die Hefe auf eine Mischung von 
wenig Glucose und viel Maltose einwirken, so wird zuerst die Glucose 
vergoren, dann folgt eine Induktionszeit und erst dann wird die 
Maltose vergoren, und zwar mit derselben Geschwindigkeit wie reine 
Maltose. Ein Beispiel sei hier angefiihrt (Abb. 2): Anordnung wie in 
den obigen Versuchen. 
Biochemische Zeitschrift Band 304. 11 
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Bei den meisten Proben unserer PreBbhefe und unter den y. 


vewahlten Versuchsbedingungen werden also die Zucker vollkoyi), 


unabhangig voneinander vergoren. Dies ist selbstverstandlich fiir 4) 
Deutung der Versuche tiber Vergérung von Dextrin-Zuckermise))\))\., 
von gréBter Bedeutung. 
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a 
Std. 
Abb. 3. Kurve 1: 0,089 g Trisaccharid (wie in der Tabelle 1); Kurve 2: 0,089 g Dext: 
+ Lmg Glucose; Kurve 3: 0,089 g Dextrin + 10mg Glucose; Kurve 4: 0,089 ¢ Dextr 
+ 100 mg Glucose. 


Die Anwesenheit schnell vergarbarer Zucker scheint auf die Dextri 
girung ebenfalls keinen deutlichen Einflu8 zu haben.  Jedentfalls 
beschleunigt ein Zusatz von Glucose in keiner Weise, wie aus den Ver 
suchen der Abb. 3 hervorgeht. Die Dextringéirung wird sogar dure! 
gréBere Glucosemengen wesentlich gehemmt, eine Erscheinung. di 
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Abb. 4. Kurve 1: 0,1 ¢@ Maltose; Kurve 2: 0,052 g Dextrin (wie in der Tabelk 
Kurve 3: 0,125 ¢@ Dextrin; Kurve 4: 0,053 g Dextrin + 10mg Maltose; Kurv: 
0,125 g Dextrin + 10 mg Maltose. 


sehr oft beobachtet wurde. Diese Hemmung scheint merkwiirdiger\«'> 
nicht durch Maltose einzutreten. Vielmehr konnte insofern eine gewis~ 
Aktivierung der Dextringérung durch Maltose beobachtet were! 
als sich die Garung langere Zeit fortsetzte und die totale Kohlens«ur 
entwicklung nach sehr langen Versuchszeiten manchmal etwas ero! 


wurde. (Selbstverstandlich wurde die aus der Maltose bzw. Gli 
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stammende Kohlensiuremenge dabei in Abzug gebracht.) Die Ce- 
schwindigkeit der Dextringérung wird aber durch Maltose nicht  ver- 
yrobert, auch wird die Induktionszeit nicht verkiirzt, wie aus der Abb. 4 
herve geht ; 

Beziiglich der Vergarbarkeit verschiedener Kohlenhydrate durch 
die hier angewendete PreBhefe gilt folgendes: 

Glucose, Fructose, Mannose und Rohrzucker werden alle ohne 
nennenswerte Induktion mit etwa derselben groBen Geschwindigkeit 
vergoren. In der angewendeten Versuchsmischung, die 0,33 9 Prebhefe 
und 0.1 g Kohlenhydrat in 4¢cm enthalt, werden die genannten Zucker 
hei 30° in etwa 30 Minuten zur Halfte vergoren (Versuche | bis 4 der 
Tabelle LIT). 


Raffinose wird normal, d.h. zu einem Drittel, vergoren und die 


Geschwindigkeit der Garung ist etwa dieselbe wie die des Rohrzuckers 
Versuch 5 der Tabelle LIL). 
B-glykosidische Zucker (Lactose, Cellobiose usw.) werden iiberhaupt 


nicht angegriffen (Versuche 6 und 7 der Tabelle LIL). 

Maltose wird nach einer Induktionszeit von rund | Stunde mit 
mnehmender Geschwindigkeit vergoren. Die Halfte des Zuckers ist 
nach 2 bis 2,5 Stunden umgesetzt. Die maximale Gargeschwindigkeit 
ist etwa 50 °/ von der der Glucose (Versuch 8 der Tabelle LLL). 

Nebenhei sei bemerkt, dal sich die angewendete Prebhete leicht 
an Galaktose ,,.gewOhnt’. In der angegebenen Versuchsmischung tritt 
regelmaBig nach einer Induktionszeit von etwa 6 Stunden starke 
Galaktosegérung ein (Versuch 9 der Tabelle LLL). 

Native Starkesorten, selbstverstandlich in verkleisterter Form. 
werden gar nicht angegriffen. Auch nach einer Versuchszeit von 
) Stunden kann keine Kohlensaureentwicklung beobachtet werden. 

Die gewohnlichen Sorten sogenannter léslicher Starke sind ebenfalls 
vilig unangreifbar. Dasselbe gilt auch fiir durch Saurebehandlung 
vewonnene, sehr weitgehend abgebaute Starken (die also gar nicht mehr 
Starke sind). Untersucht wurde z. B. ein nach Staudinger durch Ein- 
wirkung von heiBer, verdiinnter Salzsiure gewonnenes Praparat, das 
sowohl nach der Reduktionsfahigkeit als auch nach der Diffusions- 
sveschwindigkeit ein Molekulargewicht von etwa 2200 hatte. 

Durch Einwirkung von kalter, konzentrierter Salzséiure auf Starke 
vewonnene, sehr niedrigmolekulare Produkte werden ebenfalls nicht 
igegriffen. Untersucht wurde z. B. ein Praparat Nr. 7 (12), Molekular- 
vewicht 550. Dies erscheint zuniachst eigentiimlich, da durch Amvyiase- 
wirkung erhaltene Grenzdextrine desselben Molekulargewichts ver- 
voren werden (siehe unten). Wie ich aber schon a. a. O. hervorgehoben 
habe, verhalten sich die durch Abbau mit konzentrierter Saure ge- 
wonnenen Produkte auch in anderer Hinsicht abnorm (sie haben z. B. 
ene auffallend niedrige spezifische Drehung), so da angenommen 
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werden mub, dab die Produkte dieses Abbaues keine normalen H \ <r, 
lysenprodukte der Starke sind. Garungsversuche mit drei ahnlicle 
Produkten (,,l6sliche Starke X, XLund XII") verliefen ebenfalls nevati, 
Die Produkte sind durch Amylase nicht spaltbar. Molekulargew ici 
und Drehung in der Tabelle II. 


Tabelle LI. 





Produkt Molekulargewicht Spez. Drehung 


Lésliche Starke X .. d 700 113.0! 
™" FEE cts cen 635 114.8 

ee 500 108,0 
EN aie 1500 193.0! 


Mit demselben negativen Ergebnis wurde weiter das mit heife) 
verdiinnter Saure nach Staudinger gewonnene Praparat XLX untersuch 
Zusammenfassend kann also gesagt werden, dais native und léslich: 
Starke durch die angewendete Hefe nicht angegriffen werden. Up 
vergarbar sind weiter alle mit hei®er, verdiinnter Saure dargeste||te: 
Abbauprodukte, die ein Molekulargewicht 1500 haben, sowie all 
mit kalter, konzentrierter Salzsaure aus Starke bisher gewonnene: 
Produkte. 

Beziiglich der Vergarbarkeit der Grenzdextrine der amylatische: 


Spaltung der Starke laBt sich folgendes sagen (untersucht wurde) 


bisher nur Dextrine aus Maisstarke) : 

Die nach erschépfender Einwirkung enzymatisch einheitliche: 
p-Amylase zuriickbleibenden, hochmolekularen #-Dextrine werden vo 
der lebenden PreBbhefe gar nicht angegriffen. Dies war ja durchaus 
zu erwarten, da diese Dextrine itiberhaupt starkeahnlich sind. Be: 
Spaltungsversuchen mit f-Amylase kann also die gebildete Maltos: 
menge auBer durch Reduktionsbestimmung auch durch Bestimmiuny 
der total vergairbaren Substanz ermittelt werden. 

Die durch Einwirkung von pflanzlicher «-Amylase aus Malz prima: 
gebildeten «-Dextrine mittleren Molekulargewichts werden von de 
PreBhefe gar nicht angegriffen. Die Dextrine wurden aus Kartoffi 
starkekleister durch Eimwirkung von nach EF. Ohlson durch partielli 
Inaktivierung dargestellter «-Amylase aus Malz gewonnen. In einen 
Versuch wurde die Einwirkung abgebrochen, wenn die Jodfarbun: 
beinahe verschwunden war. Die Maltose wurde durch kurze Behandlung 
mit Brauereihefe vergoren. Dann wurde mit Alkohol fraktionier! 
gefallt. Dabei wurden 14 Fraktionen erhalten, die zusammen ct 
77 °% der Starke ausmachten. Die erste Fraktion wurde von Jod schwac! 
violett, die Fraktionen 2 bis 4 schwach gelbrot, die anderen gar nich 
gefirbt. Aus den Molekulargewichten, die durch Diffusionsversucl 
ermittelt wurden, geht hervor, da®B simtliche untersuchten «-Dextri! 
mehr als vier Glucosereste pro Molekiil enthalten. 
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Tabelle IIL. 





eem Kohlensiure nach 
Zucker Minuten Stunden 

15 30 45 60 2 3 6 10 
Glucose ...... | 5,0) 10,2 | 14,3 | 18,4 | 20,5 | 20,8 | 21,0 | 21,0 21,0! 21,0) 21,2 
Fructose 5,2 | 11,0 | 15,5 | 19,0'| 20,9 | 21,0 | 21,2 | 21,2 | 21,2 | 21,3 | 21,5 
Mannose. .... 5,2 | 11,0! 15,0! 18,6 | 20,7 | 21,0 | 21,2 | 21,2 21,2; 21,2 | 21,5 
Rohrzucker .. |6,0' 11,5: 15,2) 19,2 22,5 ' 23,0 23,0: 23,0 23,0 23,0 23,0 
Raffinose .... /'4,5/ 5,91 62) 6,2) 6,2 6,2 6,2 
Lactose 0,0 0,0 0,0 0,0 
Cellobiose .... 0,0 0.0 0.0 0,0 
Maltosehydrat 0,1 0,4: 1,0) 2,0 8,8 '17,0 20,6 21,2 21,2) 21,2} 21,5 
Galaktose .... 0,0 02° 0,5; 1.00: 30 56,7'°168 


Unter den durch natirliche ,,Malzamylase und durch Takadiastase 
vebildeten Grenzdextrinen treten nach dem Obigen vergarbare Stoffe 
if, Ob unter diesen Grenzdextrinen Disaccharide vorkommen, mul} bis 
uf weiteres dahingestellt werden. Dagegen wurde in sehr vielen Fallen 
vefunden, daB relativ groBbe Mengen von Trisacchariden entstehen (13). 
In allen bisher untersuchten Fallen zeigten sich solche Trisaccharid- 


priparate teilweise vergirbar. Eine vollstandige Vergarung wurde 


selten gefunden, aber in gewissen Fallen wurden bis zu 75°, des Stoffes 
vergoren. Es ist zu bemerken, dab alle diese Praparate aus Losungen 
vewonnen waren, die vorerst durch Behandlung mit lebender Brauerei- 
hefe von Maltose befreit waren, so daB also angenommen werden kann, 
daB in vielen Fallen die vergarbaren Dextrine schon teilweise ver- 
schwunden waren, Findet man also, da® eine Trisaccharidfraktion 
keine vergarbaren Anteile enthalt, so kann dies eventuell darauf be- 
ruhen, daB die erste Behandlung mit lebender Hefe zu eriindlich war. 
Es wurde versucht Anhaltspunkte dafiir zu gewinnen, ob auch 
hdhere Grenzdextrine, vor allem Tetrasaccharide, vergarbar sind. Samt- 
liche aus Maisstarke nach Behandlung mit Malz- und Takadiastase 
isolierten Grenzdextrine wurden daher in Géarungsversuchen gepriift. 
/u den Versuchen, die in der Tabelle IV zu finden sind, ist folgendes 
uzufiihren. Von den aus Maisstarke mit Malzamylase gewonnenen 
Dextrinen sind simtliche mit Ausnahme der Fraktion MM VII maltose- 
frei; eine Garung setzt, wenn tiberhaupt, erst nach 4 bis 5 Stunden ein. 
Yon den Dextrinfraktionen, die ein Molekulargewicht 660 haben. 
werden nur Spuren vergoren (Versuche | bis 3). Es diirfte also behauptet 
werden ké6nnen, daB von den aus Maisstarke stammenden Grenz 
lextrinen keine vergoren werden, die mehr als vier Glucosereste pro 
Molekiil enthalten. Erst bei der Fraktion IV, die ein mittleres Molekular- 
vewicht von 660 hat, tritt eine nennenswerte Garung ein (Versuch 4). 
Bei allen folgenden Fraktionen, die ein niedrigeres Molekulargewicht 
haben, ist die Garung starker (Versuche 5 bis 14). In einem Falle (Pra- 








K. Myrback: 


Tabelle LV. 





. Vergorene \ 
cem, Kohlensiiure nach Std. lig 


Mengi 
10 : in g 


Grenzdextrin 


MM I 1650 0.2 bi 29). 28) 34 
MM I] 1100) 0,2 0,3 x 0,4 
MM Ill 800 0.2 0.3 3) 0,4 
MM IV 660 0,2 0,4 4A 0,6 
MM VI 550 0,2 0.4 4 0,6 
MM VII (520) 3,7 7,3 | 8,6 11,5 '14,2 
MM IX 480 0,2 0,3 LO} Ba Si 
MM Vb 580 0,2 0,8 y 
MM Ve 610 0.2 0.6 
MM Vd 580 0,2 
MM Ve 620 0,2 
MM Vf 500 | 0,2 
MMVh 540 0,2 
MM Vi 530 | 0,2 
MT I 900 0,1 
MT II 950 1,0 
MT Il 950 
MT IV 800 0,2 
MT V 750 0.3 
MT VI 700 0,3 
MT VII 660 
MT VIII 620 
MT IX:5 495 
MT.3X :8 645 : 
mrt ix?9 640 1,0 
MT IX:10 645 0.9 
MT IX:11;: 626 1,0 
MT IX:12' 640 0,8 
MT IX:13' 507 0,9 
MT IX:14: 415 1,0 
— 0,8 1,3 


—_—_——- 
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0,01 

0.001 

0,001 

0,002 0,012 
0,002 O.0}4 

0,030 0.05 ul 
0.002 0,024 nt 
0,002 0,042 
0,001 0.04] ; 
0,002 0.050 efi 
0,002 0,049 Het 
0,002 0.06 
0,001 0,074 
0,002 0,04 nel 
0,011 0.005 hei 
0,018 0,005 
0,018 0.005 
0,017 0.004 MJ 
0,019 0.00; Kol 
0,018 0,00; 

0.017 0,008 

0,012 0,008 kon 
0,001 0.021 
0,001 0.021 
0,004 0.034 
0,004 0,027 
0,004 0.027 
= . 0,003 0.025 
6,0 ! 0,908 0.057 
4,0 6,2 0,005 0.08 
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Maltose- Dextringarung 
garung 


parat MM V h, Versuch 13) wurden nicht weniger als 82°, des Dextrin- 
vergoren, in vielen Fallen mehr als 50°,. Wie schon hervorgehobe: 
steht auBer Zweifel, daB die als Amylasegrenzdextrine auftretende 
Trisaccharide teilweise vergoren werden, dagegen ist unsicher, ob dics 
auch fiir die Tetrasaccharide gilt. Die Fraktion MM IV (Versuch 4 
mit dem mittleren Molekulargewicht 660 enthalt selbstverstandlic! 
kleinere Mengen von Trisacchariden, da nicht angenommen werd 

kann, daB’ diese Rohfraktion einheitlich ist. Die Fraktionen MM \! 
bis LX sowie MM Vb bis MM Ve (Versuche 5 bis 11) sind zwar Mischunge: 
von Trisacchariden mit Tetrasacchariden, es kann jedoch selbst verst iid 
lich so sein, daB nur die Trisaccharide vergoren werden. Mit einize! 
Sicherheit diirfte man sogar behaupten kénnen, daB die Tetrasacchari 
nicht vergoren werden, da Dextrinfraktionen mit dem mittleren Mo 
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kulargewicht ~- 660, die aber bestimmt noch Tetrasaccharide enthalten 


miissen, Mie angegriffen wurden. 

Die Garversuche mit den durch Vakadiastase aus Maisstarke ye- 
yonnenen Dextrinen bestatigen diese Auffassung. Aus der Tabelle IV 
veht hervor, daB alle Dextrinfraktionen, deren Molekulargewicht - 660 
st, nur spurenweise vergarbar sind (Versuche 15 bis 21). Bemerkenswert 
ind die drei Fraktionen MT VI bis VILL. die alle ein Molekulargewicht 
von etwa 660 zeigten. Es kann also angenommen werden, dab diese 
wfeinanderfolgenden Fraktionen in der Hauptsache Tetrasaccharide 
nthalten. Sie sind nicht vergarbar. Wichtig ist, daB alle die Frak- 
tionen MT I bis VII ein wenig Maltose enthielten. Es mu also katm 
efiirchtet werden, das vergarbare Dextrine schon durch die erste 
Hefebehandlung beseitigt sein sollten. Die bei der Umfraktionierung 
er léslichsten Fraktion MT LX erhaltenen Teilfraktionen sind alle 
vehr oder weniger garfaihig (Versuche 23 bis 30). Interessant ist, dal 
ben die (gré6Bte) Fraktion MT LX ; 13, die nur Trisaccharide zu enthalten 
wheint, weitgehend vergarbar ist (Versuch 29), wahrend die Fraktionen 
MT IX:8 bis 12), die auBerdem Tetrasaccharide enthalten, weniger 
Kohlensaure liefern (Versuche 24 bis 28). 

Die ‘Trisaccharidfraktionen sind nicht vollstandig vergarbar. Dies 
kénnte entweder darauf beruhen, da sie aus mehreren Trisacchariden 
bestehen, wovon nicht alle vergarbar sind. oder darauf, da® die Hefe 
wihrend der langen Versuchszeiten abstirbt. Um dies zu unter- 
suchen, wurden die Gargemische der Versuche 29 und 30 der Tabelle LV, 
iachdem die Garung zum Stillstand gekommen war, vemischt, filtriert 
nd durch EKinengen von Alkohol befreit. Nochmals zugesetzte frische 
Hefe gab nur eine unbedeutende, bald aufhérende Garung (Versuch 31 
ler Tabelle IV). Die unvollstandige Vergarbarkeit der Fraktionen 
wubb bedeuten, daB diese, auch wenn sie dem Molekulargewicht nach 
inheitlich sind, nicht nur ein Trisaccharid enthalten. Von der friither 
‘kizzierten Arbeitshvpothese tiber die Entstehung der Grenzdextrine 
wsgehend, wird man dies auch nicht sehr iiberraschend finden. 
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Metastabiler Sauerstoff 
und biologische Hydroperoxydbildung. 
Von 
Kazuo Yamafuji und Masao Nishioeda. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie am Kaiserlichen Institut fii 


forschung in Tainan, Japan.) 


(Eingegangen am 30. November 1939.) 


Nach den Untersuchungen von Childs und Wecke (1) sowie yo 
Ellis und Kneser (2) wird Sauerstoff durch Licht zu einer langlebige; 
metastabilen Form angeregt. Kautsky nahm an, dab photochemisc 
angeregtes Chlorophyll mit Sauerstoff unter Bildung von metastabile: 
Sauerstoffmolekiilen reagiert und da damit der Sauerstoff zu 
Zwischentrager der Assimilationsenergie wird (3). Die Tatsache, «a! 
die photochemische Hydroperoxydbildung in Gegenwart von Sauerstott 
bedeutend kraftiger stattfindet als in Stickstoff (4), fithrte uns zu de 
Vermutung, daB hierbei der Sauerstoff als Ubertrager der Lichteneryi 
wirkt. Im Laufe der in dieser Richtung angestellten Untersuchunge: 
haben wir gelegentlich gefunden, daB der durch Licht metastabil a 
geregte Sauerstoff mit biologischen Substanzen im Dunkeln reagier 
und dabei Wasserstoffperoxyd entsteht. Wir konnten ferner fest 
stellen, daB ein aktives Sauerstoffmolekiil auch beim Zusammensto 
von Sauerstoff mit festen Oberflaichen entsteht. Der durch beide Mitte 
Licht und feste Oberflachen, doppelt aktivierte Sauerstoff scheint kein 


hydroperoxydbildende Fahigkeit mehr zu besitzen. Die Ergebnis» 
der vorliegenden Versuche kénnen folgendermaBen formuliert werde) 


(€ Aktivierungsenergie: L Licht: X feste Oberflache : A OX\ 
dierbare Substanz: K Katalase): 
L 
Oe > 0 


\ A 
v v " v 

: A K 
O* + H,0, > H,O 


Dementsprechend miissen auch die von uns fiir die photochemise! 
Hydroperoxydbildung vorgeschlagenen Gleichungen (5) folgenderwei 
umgeschrieben werden: 

2H,O = H,O, + 2H, 
2H +0, = H,0,, 
A+ OH, + Of = AO + H,O,. 
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Wenn der photochemisch erzeugte metastabile Sauerstoff eine 
venigend groBe Energie iibertragen kann, so mu®B die Wasserzersetzung 
uch im Dunkeln stattfinden. Zur Bestatigung dieser Annahme wurde 
eine kleine Menge Wasser oder einer wisserigen Zinkoxydsuspension 
in ein mit einem dicken schwarzen Papier vollig bedecktes, etwa 20 cem 
fassendes GlasgefaB (G) gebracht und in die Lésung im GefaB angeregter 
Sauerstoff eingeleitet. Um das Sauerstoffmolekiil anzuregen, wurde 
ein Eosinsilikageladsorbat in ein Glasrohr (R) von 1 em Durchmesser 
vefiillt und Sauerstoff unter Bestrahlung durch dieses Rohr durchgeleitet. 
Zur Bereitung des Eosinadsorbats wurden 10 mg Eosin in einer kleinen 
Menge Aceton gelést, dazu 20 ¢ Silikagelteilehen bestimmter KorngréBe 
mgesetzt, gut gemengt und dann bei 66°C vollstandig getrocknet. 
Die Lange des mit dem Sensibilisatoradsorbat gefiillten Teils des Glas- 
rohrs R betrug 7 cm und die Entfernung des Adsorbats von der Lésung 
indem GefiB G Sem. Der Sauerstoff wurde in einer Geschwindigkeit 
von etwa 10 Blasen pro Sekunde eingeleitet. Selbstverstandlich mul 
dabei Vorsorge getroffen werden, da} kein Licht in das GefaB G@ gelangen 
kann. Bei diesem Versuch ergab sich, da selbst nach einer fiinfst iindigen 
Kinwirkung des durch Sonnenlicht angeregten Sauerstoffs auf Wasser 
oder eine Zinkoxydsuspension keine Hydroperoxydbildung beobachtet 
werden konnte (Versuch | und 2 in Tabelle 1). Wir haben dann 
statt der obenerwahnten Lésungen eine wisserige Fructoselésung in 
das GefaB G gebracht und unter den vleichen Bedingungen Sauerstoft 
eingeleitet. Wir konnten dabei die Bildung einer geringen Menge 
Wasserstoffperoxyd nachweisen (Versuch 3 in Tabelle 1). Bei dem 
gleichzeitig angestellten Kontrollversuch, wobei das mit Sensibilisator- 
adsorbat gefiillte Glasrohr R véllig mit einem dicken schwarzen Papier 
bedeckt wurde, entstand jedoch kein Hydroperoxyd. Aus diesen Tat- 
sachen 1aBt sich schlieBen, daB der Sauerstoff durch sensibilisiertes 


Licht zu einer metastabilen Form O% angeregt wird und da® durch 


Einwirkung dieses angeregten Sauerstoffs auf Fructose Wasser- 
stoffperoxyd entsteht. Nach Childs und Mecke betragt die Lebens- 
dauer des photochemisch entstandenen, metastabilen Sauerstoffs 
einige Sekunden. 


Tabelle 1. Hydroperoxyd jodometrisch bestimmt. Katalase: 





Hydroperoxyd in mg 
Versuch Gefi®B G enthilt 
Rohr R: hell Rohr R: dunkel 


10 com Wasser 0 
50 mg Zinkoxyd + 10 ccm Wasser . 0 
50 mg Fructose + 10cem Wasser .. 0,011 
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Wenn das GefaB G auber der Fructose Zinkoxyd enthalt. so veriien 
der durch Licht angeregte Sauerstoff die Fahigkeit, bei der Fructos 
oxydation Wasserstoffperoxyd zu bilden, fast vollstandig. Wird da be; 
aber nicht belichteter Sauerstoff eingeleitet, so findet eine Hydroperoy yi. 
bildung statt (Versuch | in Tabelle Il). Wir nahmen an, da hierly 
ein aktives Sauerstoffmolekiil O* durch den ZusammenstoB von Nave: 
stoff mit der festen Oberflache des Zinkoxyds entstanden ist. Wen: 
diese Annahme richtig ist, so muB das Zinkoxyd in den obenerwalhiite 
Versuchen durch andere feste K6rper ersetzt werden kénnen. Fest 
Koérper, welche eine Katalasewirkung aufweisen, oder welche die Ox) 
dationsvorgange bzw. die Hydroperoxydbestimmung stéren, sind aber 
zu diesem Zweck ungeeignet. Nach einer Reihe von Vorversuche) 
haben wir Talk gewahit und die Oxydationsversuche unter den gleiche 
Bedingungen wie bei den Versuchen mit Zinkoxyd ausgefiihrt. Dabe 
konnte ebenfalls eine Bildung von Wasserstoffperoxyd  festgestellt 
werden (Versuch 2 in Tabelle IT). 


Tabelle II. 
Lichtquelle: Sonne. Bestrahlungsdauer: 5 Stunden. Sensibilisator in 
Rohr. R: Eosin. 





Hydroperoxyd in mg 
Versuch Gefi®w G enthiilt 


Robr R: hell Rohr R: dunk 


50mg Fructose + 50mg Zinkoxyd 
10 cem Wasser 0.014 
50mg Fructose 50 mg ° 
+- 10cem Wasser 0 0.010 
Die Erscheinung, dab der photochemisch erzeugte, metastabil 
Sauerstoff durch ZusammenstoBen mit festen Oberflachen seine hydr 


peroxvdbildende Fahigkeit verliert, erfolgt entweder dadurch, ca‘ 


dabei der angeregte Sauerstoff O° weiter bis zu einem atomischen Zi 
stand O aktiviert, oder dadurch, daB er wieder in eine inaktive Form 0 
riickverwandelt wurde. Der erstere Fall scheint uns wahrscheinlicher 
zu sein, denn die Oberflichen von Zinkoxyd oder Talk wirken, wir 
oben erwahnt, auf das Sauerstoffmolekiil aktivierend. Wir konnte: 
auch feststellen, daB Sauerstoff durch Uberleiten iiber Hamoglobii 
Knochenkohle oder andere feste Kérper zu einem aktiven Molekula: 
zustand angeregt wird: Die Einzelheiten werden in der nachsten Mi 
teilung berichtet. Es bleibt aber noch unentschieden, ob der dure! 
Oberflachenreaktion entstandene aktive Sauerstoff mit dem du 
Licht gebildeten metastabilen Of identisch ist. Wir gaben dahet 
erstgenannten Sauerstoff die Bezeichnung O*. 
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il. 

Wir haben dann anstatt Sauerstoff in das Gefa} G Luft eingeleitet 
md die Oxydationsversuche in ahnlicher Weise wie bei den in Tabelle I 
swegebenen Versuchen ausgefiihrt. Dabei wurden die gleichen Er- 
vebnisse Wie mit Sauerstoff erhalten (Versuch | in Tabelle LIL). Es 
var ferner zu priifen, ob auch unter sensibilisierender Wirkung anderer 
Farbstoffe als Eosin metastabiler Sauerstoff entsteht. Zu diesem 
Zweck wurden 0,2 g eines gelben Praparats (6) aus lebenden Hefezellen 
neiner kleinen Menge Wasser gelést, mit 10 ¢ Silikagelteilchen gemischt 
nd getrocknet. Chlorophylladsorbat wurde auf gleiche Weise wie das 
Kosinadsorbat hergestellt. Die Versuche 2 und 3 in Tabelle ITL zeigen, 
lal} auch diese beiden Adsorbate in Verbindung mit Bestrahlung aut 
las Sauerstoffmolekiil aktivierend wirken. Da das nicht sensibilisierte 
Licht die eingeleiteten Sauerstoffmolekiile nicht samtlich aktivieren kann, 
vird dieser nicht aktivierte Sauerstoff erst durch ZusammenstoBen 
mit Zinkoxvd zu einer aktiven Form, dem O*, angeregt (Versuch 4 
Bei dem Versuch mit nichtsensibilisiertem Licht wurden in das Rohr R 
veder Silikagelteilchen noch Farbstoffadsorbate gefiillt. Oxydations- 
versuche wurden auch mit einer 200-Watt-Lampe durchgefiihrt. Dabei 
konnten wir ebenfalls eine Aktivierungserscheinung des Sauerstoft 
molekiils beobachten. SchlieBlich haben wir die Oxydationsversuche 
mit verschiedenen biologischen Substanzen in der gleichen Weise wir 
heidem Versuch 3 in Tabelle [ ausgefiihrt. Wahrend bei der Oxyvdation 
on Fructose, Galaktose, Mannose, Lactose, Cystin, Valin und Glutamin- 


Tabelle III. 


Lichtquelle: Sonne. Bestrahlhingsdauer: 5 Stunden. 





Hvydroperoxyvd 
in mg 
Gefib G enthilt Sensibilisator 
tohr R: Rohr Rk 
hell dunkel 


50 mg Fructose 50 meg Zinkoxvd 
10 cem Wasser... ; Kosin 009 
50 mg Fructose + 50 mg Zinkoxyd 
+ 10 cem Wasser...... Hefepraparat 
50 me Fructose +- 50mg Talk — 10 ¢em 
Wasser Chlorophyll O05 


50 mg Fructose 50 mg Zinkoxyd 
+ 10cem Wasser ... cites Bees 


Kosin 0.003 0.008 


50 mg Galaktose -- 10 cem Wasser .. _ 0.005 0 


50 mg Mannose 10 cem Wasser .. o O.004 | 
50 mg Lactose -- 10 ccm Wasser .... a O01 | 
5 mg Cystin - 10 cem Wasser ; ! 0,009 
383mg Valin 10 ccm Wasser ..... is 0,012 
5 mg Glutaminsaure — 10 cem Wasser o 0,008 
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saure durch photochemisch erzeugten, metastabilen Sauerstoff \\ 


stoffperoxyd gebildet wird (Versuch 5 bis 10), wurde bei den Vers). 
mit Glucose, Saccharose, Glykokoll, Alanin und Leucin keine erkey))})), 


Hydroperoxydentstehung beobachtet. Dies ist wahrscheinlich ({r4\): 
zurickzufiihren, daB die letztgenannten Substanzen durch metast 
Sauerstoff nicht leicht angegriffen werden. 
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Uber die Gerinnung eines Kieselsiiuregels 
; : ; . a 
im Vergleich zur Plasmagerinnune. 
Von 
UL. Ebbecke. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Bonn.) 
(Eingegangen am 22. Dezember 1939.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Da es sich bei der Blutgerinnung um den Cbergang einer Fliissigkeit 
wis dem Solzustand in den Gelzustand handelt, ist der Vergleich mit 
underen Gelierungen oder Gelatinierungen haufig gezogen und die 
Fibringerinnung als ein kolloidchemisches Sonderproblem behandelt 
worden, Ebenso hautig ist der Vergleich als zu einfach und das Wesent 
iche ibergehend abgelehnt. Die foleende Untersuchung hat nur die 
\ufyabe, an einem besonders leicht herzustellenden, seit den Zeiten 
Grahams bekannten und kolloidchemisch viel untersuchten, auch in 
viner Entstehung einigermaBen tibersichtlichen Gel, das in seinem 
inorganischen Material vom Fibrin véllig verschieden ist, diejenigen 
Kigenschaften aufzusuchen und zu beschreiben, die einem Gerinnungs 
vorgang allgemein eigentiimlich sind, damit die fiir die Fibringerinnung 
charakteristischen und spezifischen Kigentiimlichkeiten um so deutlichet 
zum Vorschein kommen und von den unspezifischen Eigenschaften 
vetrennt werden kénnen. 

Als Ausgangsmaterial diente kaufliche Wasserglasl6sung, die mit 
dest. Wasser oder mit Kochsalzl6sung im Verhaltnis 1:2 > verdiinnt 
und mit wechselnden Mengen und Konzentrationen von Salzsdure 
versetzt wurde. Wie bei den Gerinnungsversuchen am Blut) wurde 
bei der durch Saurezusatz eintretenden Wasserglasgerinnung geachtet 
uf Gerinnungszeit und Gerinnungsdauer, auf die Art der Konsistenz 
inderung, auf die Anderung der Lichtdurchlassigkeit und die Retraktion 
(Synarese). Denn wie sich zeigt, variieren Reaktionsgeschwindigkeit 
Festigkeitsgrad und T'riibungsgrad des Gels und Retraktion in weitem 
Umfang in Abhangigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration und 
vom Salzgehalt. 

Da auch bei scheinbar gleichen Versuchsbedingungen die Daten 
ein wenig schwanken, gibt die Zusammenstellung der Tabelle [die Durch- 
schnittswerte aus fiinf in gleicher Weise angestellten Versuchsreihen, 


bei denen Scem der mit dest. Wasser oder 5°iger Kochsalzlésung 


Oem 


verdiinnten Wasserglaslésung mit Sccm einer Salzsdurelésung ver- 
schiedener Konzentration im Reagensglas gemischt wurden. 
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(rern 
(at 


kunden schwankenden Gerinnungszeit bei der Kieselgelgerinnung so 


vros wie bei der Blutgerinnung, wo bei hamophilem Blut oder durch 


Zusatz gerinnungshemmender Mittel die Erstarrung ebenfalls um Tage 
verzogert sein kann. Beim Kieselgel ist es so durch Variation der 
H-lonenkonzentration leicht méglich, sich die fiir die Beobachtung des 
Gerinnungsverlaufs jeweils gewiinschte Geschwindigkeit einzustellen. 

Ein Vergleich der A- und B-Reihe in der Tabelle L zeigt den starken 
KinfluB des Salzgehalts auf die Gerinnungsgeschwindigkeit des Kiesel- 
yvels, der aber nur unterhalb des Neutralpunktes wirksam ist, so wie ja 
auch durch gentigenden Kochsalzzusatz oder durch erheblich kleinere 
Konzentrationen von CaCl, oder AICI, schon allein ohne Saurezusatz 
die Erstarrung hervorgerufen werden kann, solange die Reaktion im 
ikalisechen Medium stattfindet. 

Beurteilen wir die Gerinnungszeit statt nach der Erstarrung nach 
der dabei auftretenden Triibung, so ergibt sich eine ahnliche Kurve 
der Séureabhangigkeit, obgleich das erste Auftreten einer leichten 
Triibung, die am besten bei seitlich einfallendem Licht vor dunklem 
Hintergrund zu sehen ist, nur subjektiv vom Beobachter angebbar ist. 
Im allgemeinen ist der Triibungsbeginn der empfindlichste Indikator 
fiir die sich vollziehende Veranderung und geht der Erstarrung voraus. 
Es zeigt sich aber dabei ein durchgehender, in der Tabelle nicht zum 
Ausdruck kommender Unterschied zwischen der Salzreihe B und der 
Wasserreihe A darin, daf} in jener die Erstarrung bei einem erheblich 
stirkeren Triibungsgrad einsetzt als in dieser. In der Wasserreihe 
kann es bei den kiirzesten Reaktionszeiten sogar vorkommen, dab der 
Beobachter im Zweifel ist, ob die Erstarrung oder die Triibung friiher 
bemerkbar war, und sicherlich verlauft in der Wasserreihe der gréBte 
Teil der zunehmenden Triibung erst nach Eintritt der Erstarrung. 
wahrend in der Salzreihe die Triibung schon etwa zur Halfte abgelaufen 
ist, bevor es zur Erstarrung kommt. Bei den schwachsten Saurekonzen 
trationen findet sich als Enderfolg in der Salzreihe ein weiber volu 
mindser flockiger Niederschlag in sonst ungeronnener Fliissigkeit. 
in der Wasserreihe bleibt die nicht erstarrende Fliissigkeit fast klar. 
Insofern laufen Konsistenzanderung und Triibungsanderung nicht ganz 
parallel. Eine zweite Abweichung besteht zwischen dem Minimum 
der Gerinnungszeit und dem Maximum der endgiiltig erreichten Triibung. 
Die beiden Punkte fallen nicht zusammen. Das Tritbungsmaximum 
das in der Salzreihe durchgehend einen héheren Grad der Undurchsicht ig- 
keit erreicht als in der Wasserreihe, findet sich in A und B bei einer 
nedrigeren H-Ionenkonzentration als das Gerinnungsoptimum und 
in der Gegend des Neutralpunktes, wo die Gerinnungszeit noch fast 
optimal ist, wird die Anderung der Lichtdurchlassigkeit nur noch ganz 
veringfiigig, wie sowohl im Tyndallicht oder reflektierten Licht als 
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auch im durchfallenden Licht (eingeklammerte Farbbezeichnui. ¢ Sta 
Tabelle) zum Ausdruck kommt. Im schwach sauren Bereich wird ¢j), sich 
feste Erstarrungskonsistenz erzielt bei fast fehlender Tritbung. Dic yo, Jifind 
der Blutgerinnung her gewonnene Erfahrung, daB in Abhanvicke;; ic! 
vom Salzgehalt aus Plasma und aus Fibrinogenlésungen ein Koavuluy, di 
von guter Konsistenz und dennoch fast wasserklarer Durchsichtigkei;, Qdler 
entstehen kann, kehrt in etwas veranderter Form beim Kieselgel wieder J Wa 
Die Triibung ist also eine die Erstarrung meist begleitende, aber jich; 
notwendig mit ihr verbundene Nebenerscheinung. stan 
Da die Registrierung des Zeitpunktes der Erstarrung, des Triibung, ip 
anfangs und -endes nur einige Punkte herausgreift. wahrend es sic} inf 
in Wirklichkeit um einen kontinuierlich fortschreitenden Vorgan. @Ln 
handelt, empfiehlt sich die Anwendung solcher Methoden, die den Ver. Dur 
lauf zu verfolgen gestatten und aus der Technik der Blutgerinnungs Blan 





untersuchung zu tibertragen sind. Zwar bei den ktirzesten Gerinnunys Gdur 
zeiten erscheint der Vorgang als plétzliches Ereignis und ist in seine) ech! 
Kinzelheiten nicht zu erfassen, die aber in der Zeitlupenbetrachtun, Jer 
bei verzogerter Gerinnung zuganglich werden. Man sieht dann beispiels. quis’ 
weise, da eine in 4 Minuten erstarrende Fliissigkeit bei leichter Lay: elt, 
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anderung des Reagensglases schon nach 2 Minuten 30 Sekuncden Jjzest 
etwas dickfliissiger und schwerer verschieblich wird, nach 2 Minute, QHer 
55 Sekunden eine ganz weiche, zerreiBliche Gallerte, nach 3 Minuten gow 
15 Sekunden eine schon fester zusammenhangende Masse bildet, dir Ver! 
aber beim Klopfen gegen das Reagensglas durch die itber das Gel hii les 
laufenden Erschiitterungswellen die ,,wabbelige’’ Konsistenz anzeigt hen 
und daB erst nach 4 Minuten eine gleichmabig feste Masse entstanden @pLutt 
ist. Selbst dann noch spiirt die Hand, gegen die das Reagensglas mit ibri 
seinem festen Inhalt angeschlagen wird, ein sehr rasch schwingendes Q\eig 
feines kurzabklingendes Vibrieren, das erst, wenn das Glas linger §vink 
Zeit gestanden hat, nicht mehr zu erzeugen ist. Oder eine in 1 Stund: veri 
erstarrende Fliissigkeit erscheint nach 51 Minuten zahfliissig, nach Jjrech 
58 Minuten weichfest, nach 63 Minuten starr. Wenn sich das Gel in it: 
Zustand der weichen qualligen Gallerte befindet ein Zustand, der §)rel 
ganz den Eindruck eines organischen, fast lebendigen Materials machi git 
und der bei den extremen Konzentrationen als Dauerzustand erhalten Jen 
werden kann —, so lést es sich ohne weiteres von der Reagensglaswand Jee 
ab, wenn das Glas geneigt wird und schliipft inschlangelnden Windungen Beem 
hinaus. In etwas spiteren Stadien muB es erst durch leichtes wicdet sind 
holtes Klopfen von der Wand abgelést werden, bleibt aber auch dann gre 
noch eine Zeitlang .,thixotrop’, ist also durch mehr oder weniger Fall: 
heftiges Schiitteln wieder zu verfliissigen, indem die feinen, in Bilduny J. 
begriffenen Strukturen zerreiBen und verteilt werden, um sich bein Fall 
ruhigen Stehenlassen erneut zusammenzuschlieBen. In noch spateren gel 
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stadien ist das starre Gel fest mit der Wandung verwachsen und abt 
ich erst nach dem Kintrocknen brécklig-kriimelig entfernen. Wiederum 
finden sich die von der Blutgerinnung her bekannten Stadien, denn 
ach dort gibt es bei beginnender oder unvollkommener Gerinnung 
lie Thixotropie und das leichte Gleiten, und es laBt sich zeigen, dai 
ier Thrombus zunachst nur in sich zusammenhalt und locker an det 
Wand haftet, mit der er spater fest verwachsen ist. 

Kine Registriermoéglichkeit fiir den fortlaufenden Wechsel der Zu- 
sandsformen bietet die Beobachtung der Viskositaét, wozu nach dem Prin- 
ip des Héppler-Viskosimeters und der Schwenkmethode schon folgende 





infache Vorrichtung geniigt. — 
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les nur noch eine den Rohr- l 70 yi 
Sup 
Abb. Viskositit einer Wasserglaslésung (14 cem 

Luftblase (oder Luftkugel :2 aq. dest llecem 2,.25°, HCl) im Verlaut 

: der Kieselgelgerinnung 


hendurchmesser ausfiillende 


ibrigbleibt, die nun durch 
\eigen des Rohres zum Aufsteigen gebracht wird. Ein grobBes recht 
‘inkliges WinkelmaB, das mit horizontaler Hypotenuse und nach oben 
verichtetem rechten Winkel im Stativ eingeklemmt ist und an dessen 
rechte und linke Kante abwechselnd das Rohr angelegt wird, sorgt 
tw die Kinhaltung eines konstanten Neigungswinkels von 45°. Beim 
Drehen des Rohres um 96° steigt die Luftblase hin und her. Die 
nit der Stoppuhr gemessene Zeit fiir die Zuriicklegung eines Weges 
lient als Ma®B der Viskositat. Die Methode ist genauer als sich 
rwarten lief, da bei einiger Ubung die von 15 zu 15 Sekunden 
zemessenen .,Fallzeiten’’ der Luftkugel bis auf !/,) Sekunde konstant 
ind. Anfassen des Schwenkrohres mit der warmen Hand gibt sofort 
inregelmaBige und sich langsam ausgleichende Verkiirzungen der 
fallzeit als Zeichen fiir die groBe Temperaturabhangigkeit der Viskosi 
lat. Bei einem solchen Versuch bleibt einige Minuten hindurch die 
Fallzeit fast gleich oder nimmt nur ganz wenig zu, um nach Ablauf 
“ner gewissen Zeit durch die erst allmahliche. dann rasch beschleunigte 
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Zunahme die Viskositatserh6hung anzuzeigen, bis die Luftkug: 
lich in der erstarrenden Fliissigkeit steckenbleibt. Zur Erlavtery 
dient ein Versuchsbeispiel, bei dem die ,,Fallzeiten’ als Ordinaten 


. cle 
zugehorigen seit Ansetzen des Versuch. 





verstrichenen Zeiten als Abszisse 


getragen, die Kurve der Abb. 1 ergebe) 

Kine zweite, optische Registrieryny 
bedient sich der einfachen photomet: 
schen MeBmethode, wie wir sie zy; 
Triibungsmessung der Plasmagerinnuny 
im Tyndallicht und durchfallendem Lich; 
unter Verwendung der Photozelle 
braucht hatten (Ebbecke und Kniich, 
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der Erstarrung den noch fortschreitende; 
Abb. 2. Lichtdurchlassigkeitsab- 
nahme (1) und Streulichtzunahme (11) : : =ag eH 
imVerlauf der Gerinnung. 5cemWasser- Abb. 2 ist die Veranderung an ele! 
aslOsung :2 5% NaCl) + 5 cem a ee . ‘ 
meio r' a ee y+ 9c Wasserglas-Salzlésung mit Hilfe zweie: 


Vorgang anzuzeigen. Im Versuchsbeispir 


Photozellen und zweier angeschlossene: 
Galvanometer gleichzeitig nach Lichtdurchlassigkeit und Streulich 
verfolgt. Nach einer zugleich angesetzten, nicht photometrierte: 


Kontrolle sind die Anderungen des Aggregatzustands in die Kury 
eingetragen. Auch hier zeigt der S-férmige Verlauf der Kurven di 
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Abb. 8. Lichtdurchlissigkeit (1) und Streulicht (11) im Verlauf einer Plasmageti 
(Ebbecke und Kniichel.) 


dem Beginn der Triibung vorausgehende Vorbereitungszeit (Reak- 
tionszeit), die nach Art einer Autokatalyse verlaufende Selbstbeschili 
nigung und die durch Materialersch6pfung eintretende Verlangsamuny 
in einer dem Kurventypus der Plasmagerinnung (Abb. 3) verwancdten 
Form an. 
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Viskosimetrie der Konsistenzanderung und Photometrie der Durch- 
.ichtigkeitsinderung lésen iibereinstimmend die Gerinnung in eine 
Kette aufeinanderfolgender Reaktionen auf. Fiir die nach eingetretener 
Gerinnung noch weitergehenden Reaktionen spricht auch der folgende 
eigentiimliche Befund. Hat man dem Fliissigkeitsgemisch aus Wasser- 
slaslésung und Salzsiurelésung Phenolphthalein als Indikator zugesetzt, 
« gibt es in der unmittelbaren Nachbarschaft des Neutralpunktes 
einen Punkt, bei dem das Gemisch zunachst nach der Mischung 
und auch noch nach der Erstarrung farblos ist. Mit der Zeit aber stellt 
sich ein leichter rosa Farbton ein und nach vielen Stunden, vielleicht 
«gar erst nach einigen Tagen, ist die ausgesprochen rote Farbe des 
Phenolphthaleins im alkalischen Medium erreicht. Da es sich dabei 
etwa um eine Austreibung von CO, handeln kénne, wird dadurch un- 
wahrscheinlich, daB zwischen Oberflaichenschicht und Grundschicht 
des Gels keine Farbdifferenzen auftreten, sondern die Farbung durch 
lie ganze Geldicke hindurch gleichmabig bleibt. Vielleicht darf die 
Méglichkeit eimer Austreibung einer anderen Saure (Monokiesel- 
siure SiO.) in Betracht gezogen werden. Denn in den neutralen oder 
sauren, nicht in den starker alkalischen Gemischen wachsen im Verlauf 
einiger Stunden oder Tage an der Reagensglasinnenwand unterhalb 
des Reagensglasrandes feinste, im Beugungslicht glitzernde und 
schimmernde Kristallnadeln, die von der Wand radiair und horizontal 
ins Lumen hineinreichen, wasserunléslich sind und eine nahere Analyse 
verdienen. Kinen Hinweis fand ich nur in einer alten Bemerkung von 
Dovert (1847), daB Kieselsiurehydrat, im luftleeren Raum iiber CaO 
ibgedampft, Kristallnadeln von der Formel 3 SiO, + 2 H.O ergibt. 

Die Langsamkeit der auch noch nach der Erstarrung ftort- 
vhreitenden Reaktionen erleichtert das Versténdnis einer Erscheinung, 
lie sich auch erst nach Stunden oder Tagen auszubilden pflegt und die 
in der Literatur besonders haufig und ausfiihrlich behandelt ist, der 
Synirese oder Retraktion, bei der sich das Koagulum unter Auspressung 
einer Fliissigkeitsmenge (Serum) verdichtet und zusammenzieht. Das 
uf diese Weise entstandene weifBe Koagulum, das sich beim Schrumpfen 
von der Kuppe und Seitenwand des Reagensglases mehr oder weniger 
symmetrisch ablést und meist am Oberflichenrand festhangt, sieht 
in seiner Form dem typischen retrahierten Blutkoagulum ganz abnlich. 
Der fiir die Blutgerinnung vorgeschlagenen (Ebbecke) Deutung der 


Retraktion als einer ,,.Nachgerinnung*, die als letzter langsam aus- 
klingender Rest der nur scheinbar abgeschlossenen eigentlichen Ge- 
tinmung und mit der Gerinnung wesensgleich die noch nicht von dem 
VYorgang erfaBten Teilchen in den Zusammenhang einbezieht und den 
Proze beendet, liefert der Befund am Kieselgel, bei dem der lang- 
hingezogene Entstehungsverlauf gut verfolgt werden kann, eine weitere 


12* 
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Stiitze. Fiur die verwendete Wasserglasverditinnung ist es charakters1 jx 
daB eine nach einigen Stunden beginnende und noch in den nichste 
Tagen fortschreitende Retraktion sich nur in den Wasserglas-S»| 
ldsungen und nicht in den Wasserglas-Wasserlésungen findet (1 
jenen das Optimum weit unterhalb des Neutralpunktes und auch 
halb des Gerinnungsoptimums liegt. In den Versuchsreihen | j« 
Tabelle L fand sich eine Retraktion nur in Nr. 1 bis 5, vielleicht \, 
bei raschem Gerinnungsverlauf alle Teilchen von vornherein zu yo 
standig von dem Proze} erfaBt sind, als daB sich nachtriglich joc 
wesentliche Anderungen im Aggregatzustand abspielen kénnten. 


weniger verdtinnten Wasserglas-Salzl6sungen fallt die Retraktio) 


wesentlich kraftiger aus. 

Im  vorstehenden wurden  Konsistenzanderungen, — 'Trithunes 
anderungen und Retraktion bei der Kieselgelbildung rein deskriptiy 
behandelt unter Registrierung der Gerinnungszeiten und unter viskos 
metrischer und photometrischer Verfolgung des Gerinnungsverlawfs 
wobei die Gemeinsamkeiten mit der Plasmagelentstehung deutlic/ 
zum Vorschein kamen. Den makroskopischen Beobachtungen sind «i 
ultramikroskopischen Untersuchungen hinzuzufiigen (Zsigmondy, Bac! 
mann), die das erste Auftreten sichtbarer Strukturen bei der Gelbildun: 
verfolgen. 

Im Dunkelfeld ist zu sehen (Bachmann), wie aus der diffuse: 
Helligkeit der Amikronen ein Gewimmel von Submikronen auftauchi 
deren Brownsche Bewegung allmahlich unter Aggregation zu etwas 
eroBeren Gallertelementen zum Stillstand kommt. Es resultiert ein 
iuBerst feinkérnige, ins mikroskopische hiniibergehende Struktu 
wobei die Bilder eines Gelatine-, Agaragar- und Kieselgels einander zi 
Verwechseln ahnlich sind. Im Vergleich zum Blut sind die durch Ai 
einanderlagerung der Kérnchen entstehenden unregelmabigen Masche: 
und Netze verschieden von der mit Nadelbildung einhergehende: 
normalen Gerinnungsform des Saugetierplasmas, entsprechen abe: 
der durch Zusatz gerinnungshemmender Mittel kiinstlich verzOgerte: 
(Ebbecke und Kniichel) oder an manchen Blutarten der Wirbellose: 
(Stiibel) auftretenden ,,Kérnchengerinnung’™, die, wie sich zeigen |alit 
durch Ubergainge mit der Normalform verbunden ist, so daB auch vo 
diesem Standpunkt aus die Fibringerinnung als ein Sonderfall in di 
allgemeine Gruppe der Gelbildung eingefiigt werden kann. 

Wenn wir nunmehr tiber die ultramikroskopischen Struktur 
hinaus zu noch kleineren Dimensionen hiniibergehen, so kommen i! 
in den Molekiilbereich der Chemie, wobei gerade die Chemie-der Kies 
siure und Silikate durch die réntgenographische Methode des /, 
Diagramms (W. H. Bragg) in letzter Zeit besondere Férderung ertfalire! 
hat. DaB die einfache Formel Na,SiO, — 2 HC! H.SiO, + 2 Nal 
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ien Reaktionsvorgang nur ganz unvollkommen wiedergibt, stand 
wit langem fest. Denn obgleich bei passenden Konzentrationen von 
\Wasserglas und Salzsaure die Erstarrung augenblicklich, noch wahrend 
jes IneinandergieBens, auftreten kann, ist doch der in anderen Fallen 
iber Minuten, Stunden oder Tage hingezogene Verlauf als gew6hnliche 
jonenreaktion unverstandlich. Sowohl die Wasserglaslésung als die 
hei iberschtissiger Salzsdéure entstehende Kieselsiurel6sung sind kollo 
idale Lésungen und enthalten Micellen verschiedener GréBe. Wie 


Dialvseversuche ergeben, diffundiert aus einer Kieselsaurel6sung nur 


in den ersten 24 Stunden auch Kieselsaure, wohl in niedrigmolekularer 
Form, zu wenigen Prozenten durch die Pergamentscheidewand, spater 
icht mehr (Mylius und Groschuf/). Die Kieselsiure liegt also als 
komplexes Molekil vor und aus der ganz unbedeutenden Dampfdruck- 
nd Gefrierpunktserniedrigung eines Grahamschen Kieselsiurehydrosols 
wt man ein Molekulargewicht von iiber 49000 berechnet ; d. h. fiir die 
Formel (SiO.)n ware n gréBer als 860 und wahrscheinlich kleiner als 
1600. Auch die Wasserglaslésung ist schon eine Kieselsaurelésung, 
insofern in der Lésung freies NaOH und kolloidale Kieselsaure und 
mhydrolysiertes Natriumsilikat nebeneinander bestehen, von denen 
selbst das Natriumsilikat schon ein Di-, Tri- oder Polysilikat ist. Wenn 
die Kieselsiure in Lésung bleibt, wie es in sauren oder geniigend alkali- 
schen Loésungen der Fali ist, so ist das eine Folge der Wasserdipolbindung 
und der elektrischen Aufladung, die im alkalischen Medium durch 
lonendissoziation oder Adsorption negativ, im sauren Medium positiy 
ist. Die Wasserhiille erschwert das Zusammentreten der Kieselsaure- 
teilchen zu gréBeren Aggregaten. Wo aber die Bedingungen des Auf- 
einandertreffens giinstig sind, legen sich die Kieselsiuremolekiile unter 
Wasserabspaltung zusammen, sie kondensieren zu intermolekular 
mhydrisierter Kieselsiure. Die Neigung zur Polymerisation ist charak- 
teristisch fiir die Kieselsiure und die Polymerisationsgeschwindigkeit 
ist, wie Willstatter, Kraut und Lobinger zeigten, von der Wasserstoff- 
ionenkonzentration abhangig. Die bei der Zersetzung von Alkalisilikat 
osungen durch Salzsiure entstehende Kieselsiure, die primar in 
kristalloidem Zustand vorliegt (Mylius und Groschu/f, 1906), altert 
ind wird kolloidal gelést. Die .,Alterung™ ist also fortschreitende Teilehen- 
vergroperung und Polymerisation. Sie nimmt Zeit in Anspruch wnd 
bleibt, wie wir weiter schlieBen diirfen, nicht auf der Stufe der kolloidal 
velésten Komplexe stehen, sondern setzt sich unter physikalischer 
Lustandsinderung des Reaktionsmediums (Viskositdtszunahme) bis 2u 
wldslichen Produkten fort. Denn daB die Viskositatszunahme ein Mab 
tur die zunehmende Lange der Kettenmolekiile ist (Staudinger), ist 
lurch zahlreiche Untersuchungen sichergestellt. Auf die Polymerisation 
folgt die Ausscheidung, die sich ultramikroskopisch und auch makro 
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skopisch in der Triibung und in der Konsistenz verrat. Die zur \\ 
glaslésung zugesetzte Salzsiure, die in Lonenreaktion mit den in [.ix)) 


befindlichen Substanzen reagiert, gibt nur den AnstoB, indem 
dissoziiertem Natriumsilikat oder negativ geladenem  Kieselsjy) 
radikal die undissoziierte und ungeladene Kieselsiure macht. |) 
weitere Verlauf folgt den Gesetzen der Polymerisation in Abhanvickes: 
von der Konzentration der miteinander reagierenden  Kieselsiyry 
molekiile, die ihrerseits wieder von der Konzentration der katalysatoy 
artig wirkenden Wasserstoffionen abhangig ist. So gibt das chemisch, 
Bild die makroskopischen, photometrisch und viskosimetrisch — k«) 
trollierten Befunde in guter Ubereinstimmung wieder. 

Wir haben es demnach, wie die angestellte Cberlegung zejy: 
beim Kieselsiurehydrosol und erst recht beim Kieselsaurehvdrogel 
das wegen des noch immer vorhandenen Natriumgehalts und weven des 
nicht st6chiometrisch bestimmten Wassergehalts vorsichtiger als Kiese| 
gel bezeichnet wird, mit typischen Riesenmolekiilen, anorganise)) 
Makromolekiilen, zatun. Daes sich um polymer-homologe Ketten handelt 
ist es nicht verwunderlich, wenn der Wassergehalt wechselnd gefunde) 
wird, der zwischen den beiden Extremen SiQg und Si(OH), irgend 
eine Mittelstellung einnehmen muB. Uber die nahere Beschaffenheii 
dieser durch homéopolare Hauptvalenzbindung gebildeten Ketter 
molekiile hat die Réntgenographie durch Bragg, Machatschki, Schi 
bold u.a. wichtige Befunde gebracht und damit eine Ubersicht jibe: 
die so mannigfachen Silikatformen ermoéglicht. Indem wir den zu 
sammenfassenden Darstellungen von Ephraim und H.G. Grimm folven 
kommen wir zu folgendem stereochemischen Bilde. Das Silicium 
im periodischen System das zweite Element der Kohlenstoffgrupy. 
und mit seinen vier Valenzen wie der Kohlenstoff sowohl zu Wasserstoft 
wie zu Sauerstoffverbindungen befahigt, unterscheidet sich vom Kohile: 
stoff dadurch, daB seine Wasserstoffverbindungen sehr unbestandiy 
und von Sauerstoff angreifbar sind und daB seine langen Ketten nicht 
unmittelbar zwischen den Silictumatomen, sondern durch Vermittlung 
von Sauerstoffbriicken geschlossen werden. Hierbei bilden sich Sauer 
stofftetraeder (SiO,)~4 (Orthosilikat), in deren Mitte ein Siliciumaton 
von jedem Sauerstoff im Abstand 1,62 A, steht und die als Doppel 
traeder eine gemeinsame Ecke (ein gemeinsames Sauerstoffatom), als 
Tetraederkette je zwei gemeinsame Sauerstoffatome haben. Doppe! 
reihen oder mehrere zu hexagonalen Netzflichen zusammengelest' 
Doppelreihen (Glimmer) oder nach allen drei Dimensionen durch 
meinsame Sauerstoffe gebundene Raumgitter (Feldspat) treten 21 
sammen, bei denen schlieBlich zu jedem Si-Atom nur 4/2 O-Atome 
héren und keine freien Tetraederecken und freien Valenzen mehr vot 


} 


handen sind. Auch in den Gelen werden solche Tetraeder mit ve 
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shieden vielen negativen Ladungen anzunehmen sein, nur haben sie 
»inen Viel geringeren Ordnungsgrad erreicht. Doch fand Scherrer bei 
sealterten Kieselgelen neben der allgemeinen Schwarzung Interferenz- 
inien als Zeichen fiir die Anwesenheit von Kristallen neben amorphem 
stoff, so daB die Gele, die gelegentlich einen typischen muschligen 
Bruch nach Art der Glaser aufweisen, doch auch mit mikrokristallinen 
Strukturen versehen sind. Jolymerisation und Kristallisation treten 
wf diese Weise in engste Beziehung. 

Es ist wohl am Schlu®B der Betrachtung verstandlich. warum auch 
in Physiologe und Nichtchemiker guten Grund hat, den Vorgangen 
hei der Wasserglas-Salzsiuregerinnung seine Aufmerksamkeit zuzu- 
venden, da die Gemeinsamkeiten zwischen der ihn angehenden Blut- 
verinnung und der hier behandelten Gelbildung in mancher Beziehung 
iberraschend gro8B sind. Im Blut und in der Silikatlésung wechselt die 
(erinnungszeit zwischen wenigen Sekunden und mehreren Stunden 
ind Tagen, liefert die Gerinnung ein festes, in sich und mit der Wand 
jusammenhaltendes Koagulum oder ein weiches lockeres, zerreibliches, 
eicht von der Wand ablésbares und abgleitendes Gerinnsel oder gar 
wr unzusammenhangende flockige Gerinnungsreste. In beiden Fallen 
wht der Anderung des Aggregatzustands eine Zeitspanne voraus, in 
er wenig oder nichts zu geschehen scheint, bis die sowohl viskosimetrisch 
‘ie photometrisch zu verfolgende Umwandlung allmablich einsetzt. 
im sich dann stark zu beschleunigen und die charakteristische Kurven- 
form der autokatalytisch beschleunigten und abklingenden Reaktions- 
xette zu geben. Bei der Plasmagerinnung wie bei der Kieselgelbildung 
s' die Triibung ein haufig gleichzeitig auftretendes, wenn auch nicht 
n fester Beziehung stehendes und nicht notwendig verbundenes Be 
sleitsymptom, das die in Bildung begriffenen Strukturen je nach dem 
Grad ihrer Quellung, Wasserbindung und Lichtbrechung anzeigt und 
len Reaktionsverlauf zu verfolgen gestattet. In beiden Gerinnungs- 
formen schlieBlich bildet die Retraktion oder Synirese den die letzten 
Reste des ungeronnenen Materials erfassenden AbschluB der Gerinnuny 
ler die Nachgerinnung, die je nach den Umstinden verschieden stark 
vin oder fehlen kann. Bei der Kieselgelbildung sind die Vorginge 
jeitgehend der Analyse und dem chemischen Verstandnis zuginglich. 
bei der Plasmagerinnung ist das nicht der Fall. Wenn sich aber heraus 
‘ellt, daB der allmahlichen molekularen Umwandlung beim Kieselgel 


‘in Polymerisationsproze8 (Polykondensation) zugrunde liegt mit 
‘olyender Ausscheidung makromolekularer Gebilde von unvolikommen- 
seordneter-mikrokristalliner Struktur, so ist wohl gerade dieser Punkt 
tesonderer Aufmerksamkeit wert, da er einen Hinweis gibt auf re- 
iktionskinetisch vielleicht ahnliche Vorginge, die sich an den makro- 
wolekularen Kohlenstoffketten der FibrinogeneiweiBmolekiile abspielen 
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r e 
Ausammenfassung. 


Die an Wasserglaslésungen bei variiertem Salzsaurezusa 


tretenden Gerinnungserscheinungen werden in bezug auf Gerininuny 
zeit und -dauer, Triibungsgrad, Konsistenz und Retraktion (Syiires 
beschrieben, viskosimetrisch und photometrisch registriert und yy) 


den Gerinnungserscheinungen am Blutplasma verglichen. An der ay 


nach dem Erstarren noch fortschreitenden, vom Salzgehalt abhinyic 
Triibungs- und Festigkeitszunahme wird die Alterung (Nachgerinniy 


Retraktion) des Kieselgels verfolgt und auf die allmahliche moleku! 
Umwandlung bei der Kieselsiéurepolymerisation zuriickgefiihrt 
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Uber die Fibringerinnung als Polymerisations- 
Kristallisationsvorgang. 
Von 
UL. Ebbecke. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Bonn. ) 
(Eingegangen am 22. Dezember 1939.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Wer im Mikroskop oder besser Ultramikroskop das Auftauchen 
der kleinen Fibrinnadeln aus dem vorher optisch leeren Plasma zu 
beobachten Gelegenheit hat, wird unmittelbar an eine Kristallisation 
erinnert werden. Virchow (1856), auf den die Vorstellunge von der 
Umwandlung eines ,,Fibrinogens’ in Fibrin zuriickgeht, betrachtete 
die Entstehung feinster Faserchen ,,als eine Art von organischer Kristalli 
sation, wobei freilich jede einzelne Fibrille als ein Vielfaches kleiner 


Kristallkorper betrachtet werden miiBte’!. Ranvier (1875) verglich 


das Fadennetz bei der Blutgerinnung und den Vorgang der Fibrin- 
bildung mit einem KristallisationsprozebB, Schimmelbusch (1885) sprach 
aus, daB die Fibringerinnung wie ein Kristallisationsvorgang ablaufe. 
Eberth und Schimmelbusch (1888) wiesen auf die Ahnlichkeit der bei 
der Gerinnung auftretenden schwach lichtbrechenden Nadeln mit den 
Kristallnadeln der Margarinsaure hin. Besonders aber hat Stiibel (1914. 
1920) mit seinen ultramikroskopischen Untersuchungen den Vergleich 
ausfiihrlich begriindet, ohne daB freilich diese Auffassung viel Anklang 
in der Gerinnungsphysiologie gefunden hat, da die Fragen nach der 
chemischen und kolloidchemischen Natur des Gerinnungsvorgangs. 
nach der Entstehung und Fermentnatur des Thrombins und der Wirk- 
samkeit f6rdernder und hemmender Substanzen die Aufmerksamkeit 
in Anspruch nahmen. In Fortsetzung der Stibelschen Arbeiten bemuht 
sich die folgende Untersuchung, dem Kristallisationsvergleich im 
einzelnen nachzugehen und unter Berticksichtigung der ersichtlich 
vorliegenden Einwande und im AnschluB an die gesicherten Tatsachen 
der Gerinnungslehre den Vergleich zu erganzen durch Heranziehung 
der in neuerer Zeit so bedeutsam gewordenen Lehre von den Polv- 
merisationsvorgangen: sie betrachtet das Problem der Blutgerinnung. 


die als ein Ereignis sui generis von so vielen klinischen, physiologischen 


' Anmerk.: .,Wie bei der Kristallisation, so ordnen sich die einzeinen 
Molekiile hier gleichfalls in gewissen Richtungen an und bilden feine Saulchen. 
an denen man freilich auch bei den starksten Vergr6Berungen keine charak 
teristischen Flichen oder Winkel erkennen kann. In dem Mae als die An 
ordnung fortschreitet, wird der Faserstoff direkt sichthar* 
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und physiologisch-chemischen Arbeiten behandelt ist, als Son 

einer allgemeineren Erscheinung im Zusammenhang mit anderen Bory) 
der Kristallisation, Gallertbildung und Polymerisation, in der Hoffiyyy 
gerade durch diesen Zusammenhang zu einer weiteren Klarune 7, 


gelangen. 


Als Ausgangspunkt dient der Befund unserer ultramikroskopische: 


Untersuchungen (Ebbecke und Kniichel), wonach es durch Zusaty 
rinnungshemmender Mittel zum Plasma gelingt, die Gerinnuny. <j 
sonst in dem typischen Bild des Nadelwachstums verlauft, in ein, 
ebenso charakteristische, scheinbar ganz verschiedene  ,.Kérnchen 
verinnung’’ zu verwandeln. Da chemisch  differente — gerinnungs 
hemmende Mittel (Ca-UberschuB, Hirudin, Heparin) den gleiche 
Erfolg haben, kommt es nicht auf die Natur des hemmenden Agens «| 
und da zwischen der Nadelgerinnung und der Koérnchengerinnune di 
mannigfachsten Ubergiinge zu erzielen sind, muB den verschiedene) 
Formen oder Modifikationen ein einheitlicher Vorgang zugrunde liege 
Wenn die Nadelgerinnung an Kristallisation erinnert, so entspricht 
die K6érnchengerinnung dem ultramikroskopischen Bild, das bei de: 
Gelierung vieler gewohnlicher Gallerten (Bachmann 1911, 1912) a 
Gelatine, Agaragar und Kieselgelen und auch bei der Labgerinnuny 
der Milch (Brduler 1910) beobachtet wird. Unser Befund, daB je nac! 
Dosierung des gerinnungshemmenden Mittels statt der Nadeln lanver 
Stabchen oder dickere und diinnere, gebogene oder geschlangelte lang 
ausgezogene Faden, oder Kérnchenreihen, Kérnchenhaufen und einzeln 
Kornchen erhalten werden, lieB sich in Beziehung setzen zu der Beob 
achtung (Stiibel 1920), dal} auch bei der Gerinnung des Blutes von 
Wirbellosen die Bildung eines Nadelfilzes fehlt und eine fadige oder 
kérnige Gerinnung mit allerlei Ubergangsstufen vorkommt und schon 
in der Wirbeltierreihe zwischen Vogel-, Reptilien- und Fischblut charak 
teristische Unterschiede im Gerinnungsbild bestehen. Zusammen mit 
dem Befund, den Mangold (1924) und seine Schiiler Kitamura und 
Watanabe erhoben haben, wonach die ausgebildeten Fibrinnadeln durci: 
Nicotin und andere Alkaloide, aber auch durch verdiinnte Sauren und 
Laugen in K6érnchenreihen und Kérnchen zerfallen, bevor sie ganz 
aufgelést werden, und wonach schwere Krankheiten den Gerinnungs 
typus zu beeinflussen scheinen, ergibt sich die Anschauung, daf} ci 
Ausscheidung des Fibrins oder Faserstoffs, der seinen Namen seine! 
faserigen Beschaffenheit verdankt, bei der Gerinnung in auberlicli 
ganz verschiedenen Formen erfolgen kann, die dennoch in gesetz 
maBigen Beziehungen stehen und experimentell ineinander tiberfilirt 
werden kénnen. 

Von den drei Hauptformen, die wir nunmehr bei der Gerinnuny 
unterscheiden kénnen und die alle gleich typisch sind, der Nace! 
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verinnung, der fadigen Gerinnung und der kérnigen Gerinnung, macht 


nur die erste den Eindruck eines Kristallisationsvorgangs, wahrend die 
Kornchengerinnung wie eine gewOhnliche Gallertbildung aussieht. Fir 
die in der Mitte stehende Fadchengerinnung, die am lingsten bekannt 
ist, kam Hekma (1916), der selbst gute Versuchsbeispiele anfiihrt, wie 
ein und dasselbe Plasma bei wenig abgeanderten Bedingungen in Nadeln 
kristallahnlich oder in Faden kristallunahnlich ausfallen kann, zu dem 
Urteil, daB schon durch diese Form die Kristallisationsauffassung von 
Schimmelbusch und NStiibel hinfallig werde. (Die auch von ihm im 
Dunkelfeld des gerinnenden Plasmas gesehenen, oft zahlreichen Kérnchen 
hezeichnet er als Haimokonien oder Plasmaniederschlige, vermutlich 
ws Serumglobulin, und weist ausdriicklich jede Beziehung zum Fibrin 
ib.) Es ist daher niitzlich, hier die Erfahrung der Mineralogen und 
Kristallographen heranzuziehen, die ohne Beriicksichtigung und Kenntnis 
der Gerinnung die von den gewohnlichen Kristallformen abweichenden 
gewissermaBen embryonalen* Kristallbildungen beobachtet und_be- 
schrieben haben, wie sie in den .,Kristallskeletten‘’ und besonders in 
den von Vogelsang (1875) gefundenen ,,Kristalliten‘s zum Ausdruck 
kommen. Nach der von R. Mare (1914) gegebenen kurzen Zusammen- 
stellung zeigen sich die Kristalle auf der niedrigsten Entwicklungsstufe 
als kleine kugelférmige Teilchen, die Globulite genannt werden. Indem 
sich die Kiigelchen durch Molekularattraktion perlschnurartig an- 
einanderreihen, entstehen Margarite, die sich weiter zu fein dendritischen 
und strahligen Aggregaten gruppieren kénnen, wobei die einzelnen 
Margarite meist ganz bestimmte Winkel gegeneinander bilden. AuBerdem 
finden sich Biische!l haarf6rmiger Kristallindividuen ,,7'richite’*. Im 
weiteren Entwicklungsstadium treten an Stelle der rundlichen Globulite 
lingliche bis nadelige aber immer noch gerundete Bestandteile auf, 
die als Longulite bezeichnet werden und die dann zu feinen Kristall 
nadeln und schlieBlich zu regelrechten kantigen Kristallen werden kénnen 
Es ist tiberraschend, wie genau diese Beschreibung mit den Bildern 
iibereinstimmt, die im Dunkelfeld bei der Plasmagerinnung unter der 
Kinwirkung verschieden dosierter gerinnungshemmender Mittel zum 
Yorschein kommen. Eine gute Abbildung der verschiedenen Kristallit 
formen findet sich bei Rinne (1931, 8.42). Solche ,,.morphologischen 
Unvollkommenheiten* fand Vogelsang an Schliffen natiirlicher und 
kiinstlicher Glaser und an Schlacken aus Hochéfen, also an Gebilden, 
deren hyaline Art auf die schnelle Erstarrung hinweist, und lernte 
sie kiinstlich, am Beispiel der Abscheidung von Schwefel aus Schwefel- 
kohlenstoff und kohlensaurem Kalk aus wiisseriger Lésung, nachzu- 
ihmen, indem er die Kristallisation durch Erhéhung der inneren Reibung 
Zusatz von Kanadabalsam) und Verlangsamung der Diffusion er- 
schwerte. 
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Kine zweite Parallele findet sich in den von Zsigmond y 
und Bachmann (1911/1912) im Dunkelfeld des Ultramikroskops 
achteten Bildern bei der Entstehung von Seifengelen aus Kaliy 
oder Natriumstearaten, -palmitaten und -oleaten!, wobei sich eber| 
Kornchen oder harchenartige, nadelige und fadige Gebilde bis zu Netz) 
und Schollen zeigen (vergl. die Abbildung bei Baylif) und sich ein 
3eziehung zu den ,,fliissigen Kristallen’* von O. Lehmann mit deny by 
sonders bekannt gewordenen Beispiel des Ammoniumoleats herausste!|; 


Nachdem die angefiihrten Bilder morphologisch die Uberganysstif, 


zwischen den scheinbar amorphen Ausscheidungsformen und den echte) 
Kristallen veranschaulichen, ist es auch méglich und wohl auch o 
rinnungsphysiologisch wichtig, der Entstehung  solcher Kristallit 
formen nachzugehen. 

Nach W. Voigts noch heute giiltiger Definition besteht der Unter 
schied zwischen dem kristallinischen und dem unkristallinischen Vor 
kommen derselben Substanz nur darin, daB ,,in ersterem die Elementa: 
teile regelmaBig und in gleicher Orientierung, in letzterem  revellos 
und in allen méglichen Orientierungen angeordnet sind. Intolgedesse 
bleibt bei den Kristallen die Verschiedenartigkeit verschiedene: 
tichtungen, die etwa den Elementarteilchen zu eigen war, erhalten’: 
Seither hat das Laue-Diagramm der R6éntgenspektrographie die An 
ordnung der Elementarteile im Raumgitter des Kristalls genau kenne: 
velehrt und in der Tat hat fiir unseren Fall des Fibrins sowohl das 
tontgenspektrum (Katz und de Rooy, 1933) wie die polarisations 
optische Betrachtung (Vasse 1885, Hermann 1910, v. Dungern 1936 
eine regelrechte Anordnung nachgewiesen. Findet die Erstarruny 
einer Schmelze oder die Ausscheidung aus einer unterkiihlten Losung 
so rasch statt, daB die Haufungsgeschwindigkeit die Ordnungsgesch wit 
digkeit wesentlich tibersteigt (Haber), so resultieren die amorpl 
Glaser’, deren nach Debye-Scherrer aufgenommenes Diagramm kein 


' 'Trotz chemisch ganz verschiedenen Baus von Seifen und hoc! 
molekularen organischen Stoffen beruht die Ahnlichkeit im kolloiden Ver 
halten auf einer Ahnlichkeit der Gestalt. Beide sind Linearkolloide. di 
Seifenlésungen Micellkolloide mit fadenférmigen Micellen, die Losunge! 
der hochmolekularen des Fibrinogens Molekiilkolloide mit fader 
férmigen Makromolekiilen (Staudinger 1937). * Voigt hat hiertii 
Réumliches in Zeitliches iibertragenden Vergleich von den Musikern x 
pragt, die mit tadellos gestimmten Instrumenten alle das gleiche Stic! 
im Orchester spielen, es aber an verschiedenen Stellen antangen, was wi 
die Molekiilmusik des gasf6rmigen, fliissigen und festamorphen Zustand- 
ein. wirres Tongemisch mit monotonen Mittelwerten ergibt. Erst in 
kristallinen Zustand kommt mit der gr6éBeren Gebundenheit der Mit 
wirkenden unter dem = richtungsgebenden Einflu8 des Dirigenten 
Charakter des Stiieckes heraus. 
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interterenzflecken enthalt und einem Fliissigkeitsdiagramm gleich 
kommt. Nur gelegentlich an einzelnen Stellen, unter Umstanden be- 
vinstigt durch nachtragliche Erwarmung, kommt es andeutungsweise 
m Kristallbildungen (kristallinische Einschliisse), bei dem .,Umstehen” 
ind ..Altern’*, den Glassteinen der Glaser oder den ..Mikrolithen’ 
Voyelsang) etwa der Obsidiane, da die grobe Viskositat des Mediums 
eine gentigende Beweglichkeit und Ordnung nicht zulabt. Alleemein 
interscheidet die Kristallehre die Keimbildung und das Wachstum 
ils zwei voneinander getrennte und voneinander unabhangige Vorgange 
nd demgemab auch eine Keimbildungsgeschwindigkeit (Ke. G.) und 
Kristallisationsgeschwindigkeit (K. G.) von verschiedenen Grében. Von 
len beiden Vorgangen ist die Keimbildung der schwierigere, da zu 
seinem Zustandekommen das Zusammentreten mehrerer Elementar- 
‘eilchen in ganz bestimmter Ordnung die Vorbedingung ist. Die Teilchen 
mussen sich begegnen, aber zugleich darf ihre Berithrung oder ihr Zu 
sammenprall bei der Molekularbewegung nicht zu fliichtig und zu 
heftig sein, so daB sich die Attraktions- oder Kohasionskrafte auswirken 
kénnen und die Teilchen aneinander haften bleiben, und die Berithrung 
muB zu einer bestimmten sterischen Konfiguration fiithren. So klein 
ein Kristallkeim auch ist im Verhaltnis zu einem mikroskopisch sicht- 
baren Kristallchen um durch ,,{mpfung™ eine tibersattigte Salol- 
schmelze zum plétzlichen Auskristallisieren zu bringen, geniigt ein 
Keim von 107-8 bis 1lO-!2 9 (Ostwald) (ein tiber einen Salolkristall ge- 
zogenes, nachtraglich noch mit FlieBpapier abgewischtes Haar) SO 
besteht er doch schon aus mehreren E!ementarteilchen, da beispielsweise 
das Zustandekommen eines Wiirfels schon die Besetzung von acht 
Endpunkten voraussetzt. Ist aber einmal ein Keim gebildet oder auch 


durch Impfung von auben eingefiihrt, so vollzieht sich das weitere 


Wachstum durch Apposition (Juxtapposition) mit meist erheblich 
wOBerer Leichtigkeit und Geschwindigkeit, da die vorhandenen Flachen 
schon richtend auf die hinzutretenden und sich anlagernden Teilchen 
wirken, Sogar noch an Kristallchen, die zur mikroskopischen Sicht bar 
keit herangewachsen aber noch klein genug sind, eine Brownsche Be 
wegung zu zeigen, kann man gelegentlich sehen. wie von zwei sich be 
yvegnenden der kleinere sich an dem gr6éBeren ausrichtet und anleet. 
bis beide zu einem einzigen Kristallindividuum verschmolzen sind. 
was namentlich bei den fliissigen oder weichen Kristallen, z. B. Chol. 
esterinbenzoat, der Fall ist, wahrend bei den festen Kristallen die 
.Sammelkristallisation’’ hauptsachlich durch Auflésung der kleinsten 
Kristallchen von gr6Berer Léslichkeit und gréerem Dampfdruck 
zugunsten der grOBeren Kristalle vor sich geht (z. B. bei der stindigen 
Vergr6Berung des Gletscherkorns). Welche Form dabei der Kristal! 
zewinnt, hangt auBer vom Molekiilbau von der fiir die drei Dimensionen 
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verschiedenen Wachstumsgeschwindigkeit ab. In dem Schema de 
Abbildung sollen die Pfeile die K. G. der Flache a und 6 bedeutey, yy) 
wie daraus zu sehen, hat die langsamer wachsende Flache die eri {je 
Ausdehnung, die am schnellsten gewachsene Flache die kleinste Ay. 
dehnung. Zugleich ist in der Abb. 1 zu sehen, wie der Winkel, in dey, 
a und b zusammenstoBen, in seinen Wachstumsbedingungen dad ire} 
begiinstigt ist, daB hier auBber dem fiir jede Flacheneinheit gleich.) 
Rekrutierungsbezirk noch der freie Bezirk JA fiir die Diffusionsversorgyy, 
zur Verfiigung steht. Wird die K. G. in einer Dimension gleich Ny!) 














Abb. 1. Abhingigkeit der Kristallform von der Wachstumsgeschwindigkeit 


so resultieren platte blattrige Kristalle; ist die K. G. in zwei Dimey 
sionen auBerst gering, so werden die Kristalle haar-, spieB- oder nade! 
formig. Bleibt endlich die K. G. in allen Richtungen ganz klein, s 
entwickeln sich die Keime nur zu embryonalen, fast submikroskop) 
schen globulitenartigen Kristallindividuen. Denn je kleiner das Gebild 
je gréBer also die Oberfliche im Verhaltnis zur Masse, umso stirker 
wird der EinfluB der Oberflachenspannungskrafte, die entweder nu 
die Ecken und Kanten ,,verrunden* oder das Ganze zu einem kugelige 
oder spindeligen Gebilde abrunden, an dem die sonst charakteristische: 
scharf begrenzten ebenen Flichen fehlen. Das ist besonders dann de 
Fall, wenn die Kristallsubstanz statt fest und starr, weich, biegsam 
deformierbar, durch Einlagerung von Wasser quellbar ist. 

So gesehen, fiihrt die allgemeine Analyse der Kristallentstehun 
zu einem besseren Versténdnis der uns angehenden Fibrineiweil} 
kristallite, deren Substanz im gequollenen Zustand weich und erst 
im getrockneten Zustand hart und spréde ist. Bei ihnen ist in vie 
stirkerem Grade als bei den Gelatine- oder Caseinteilchen die Neiyung 
zur langgestreckten Form schon durch den Molekiilbau gegeben. da 
nach allem, was von der Stré6mungsdoppelbrechung von Fibrinogen 
lésungen (Wéhlisch und Clamann, Boehm und Signer) und auch von 
Fibrin, das in verdiinntem Alkali wieder gelést war (Boehm), bekannt 
ist, eine Faden- und Stabchenform der langen hochpolymeren Pol) 


peptidhauptvalenzketten anzunehmen ist. In den von uns beschriebene! 
Fallen der Fibringlobulite und Kérnchengerinnung ist die von der Norn 
abweichende Gerinnungsform durch eine starke Verzégerung des ( 
rinnungsverlaufs oder vielmehr des Wachstums unter dem Einflul 
gerinnungshemmender Mittel erreicht (K. G. in allen drei Dimensionen 
minimal), wahrend die Keimbildung selbst, wenn auch verlangsai' 
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ystandekommt. Im Falle beschleunigter Gerinnung, wie bei einem 
iy dinner Schicht zwischen Objekttrager und Deckglas eingeschlossenen 
Jasmatropfen, ist die Keimbildung so reichlich und das Wachstum 
0 plotalich, da die vielen einzelnen Keime sich gegenseitig das zum 
Wachstum verfiigbare Material streitig machen und erschépfen. Es 
whieBen die Nadeln auf, die sehr zahlreich und klein sind und in ihrem 
lichten Filzwerk die Fliissigkeit in kleinsten kapillaren Raumen ein- 
shlieBen und festhalten (formbestandige und zerreiBfeste Koagula 
ind Thromben). Erst bei maBigem Gerinnungstempo kénnen sich die 
pirlichen Keime zu gréBeren Gebilden auswachsen, die durch Uber- 
riegen der Langsanlagerung iiber die quere Nebeneinanderlagerung 
lie Fadenform annehmen (lange, dicke Faden mit verhaltnismabig 
veiten Maschen und Fliissigkeitsraumen; weiche, wabbelige Koagula). 
Wenn es also von der Gerinnungsgeschwindigkeit (Kristallisations- 
vschwindigkeit) abhangt, welche Fibrinform zum Vorschein kommt, 
0 ist es leicht verstandlich, weshalb aus einem und demselben Plasma 
mter wenig verschiedenen Bedingungen die eine oder die andere Form 
erhalten wird, so die Nadelform im Deckglaspraparat, die Fadenform aus 
lem im Reagens- oder Becherglas gerinnenden Plasma, nach der alten 
Kristallisationsregel, daB in einem gréBeren Gefa} auch die gréBeren 
Kristalle zu wachsen pflegen. Denn je giinstiger das Verhaltnis von 
Oberflache zu Fliissigkeitsvolumen wird, um so stirker spricht der 
KinfluB der Berithrung mit der GefaBwand mit, der selbst ein Sonderfall 
les Einflusses von Fremdk6érpern, Verunreinigungen und rauhen Ober- 
lichen ist. Bei den Kristallisationsversuchen, etwa bei den Tammann- 
vhen Versuchen zur Bestimmung der Keimzahl am_ unterkihlten 
Betol, ist der die Keimzahl vermehrende Einflu8 irgendwelcher Staub- 
eilchen oder einer kleinen zugesetzten Menge von gepulvertem Berg- 
sristall, Schmirgel oder Feldspat so groB, daB es fast zweifelhaft wird, 


b nicht die Keimzahl bei der spontanen Keimbildung jeweils haupt- 


sichlich eine Funktion der unvermeidbaren kleinsten Verunreinigungen 
ist. Ebenso ist bei den Gerinnungsversuchen die Reaktionszeit- 
verkiirzung durch Anwesenheit feinster Fremdkérperpartikelchen und 
die Gerimnungsverzégerung bei Abwesenheit aller solcher Rauhigkeiten 
vit lingerer Zeit bekannt und durch verschiedene Methoden quantitativ 
uachweisbar (vgl. Ebbecke 1939). Es handelt sich wahrscheinlich um 
eine Adsorption an makroskopischen oder mikroskopischen Oberflichen, 
vodurch den in ihrer Brownschen Bewegung gehemmten, angereicherten 
ind dichter gelagerten Molekiilen giinstigere Vorbedingungen zur Keim- 
bildung (Ke. G.) gegeben sind (unspezifische Oberflachenkatalyse) 
Den umgekehrten EinfluB iiben aber echt geléste oder kolloidal geléste 
Fremdstoffe auf die Wachstumsgeschwindigkeit (K. G.) nicht nur der 
Kristalle, sondern auch der Fibrinteilchen aus, da sie sich ihrerseits 
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an die Keime und in Bildung begriffenen Kristallchen adsorj 


lagern und mit den zum Wachstum herantretenden Molekiile, 


die 
Kristallstoffs konkurrieren. So setzt ein Zusatz von nur 0.05%) Chinoli = 
velb oder Ponceaurot die Kristallisation einer stark (15 °,) tibersatticte, al 
Kaliumsulfatlé6sung so sehr herab, daf}S selbst nach mehreren Stunden HH au 
trotz Anwesenheit zahlreicher zugesetzter Kristallkeime keine meBbar eint 
Kristallisation eingetreten ist (Marc, |. c., 8. 1180), und ahnlich wie di Is 
anfarbenden Farbstoffe bremsen allerlei Zusitze wie Gummiarabikuy (‘b 
Gelatine, Starke, Kiweibe. Daf} diese adsorbierten Zusatze nicht eintfac| ibh 
den Keim mechanisch gegen die Umgebung abschlieBen, geht daraus Jj opt 
hervor, daB sie die Auflésungsgeschwindigkeit der Kristalle nicht e Ha 
heblich andern, und daf}§ sogar ein anfangs adsorbierter Farbstoff (A, bei 
phenol am Benzophenon), der die Kristallehen farbte, im weiteren Jj yir 
Kristallisationsverlauf wieder aus den sich entfarbenden Wandfliche; spe 
der Kristalle in die Fliissigkeit verdrangt werden kann (Freundlich rit 
Das Gegenstiick hierzu liefert die gerinnungshemmende Wirkune de) oe 
verschiedensten, sauren, aber auch basischen Farbstoffe. bei 


Die hier zusammengestellten Griinde, die eine Auffassuny der HJ ebe 
Fibringerinnung als Kristallisationsvorgang rechtfertigen, betreffen die Qj dur 
Morphologie der mikroskopischen Fibrinausscheidungen und die Dyna ein 
mik oder Physiologie ihrer Entstehung. Die drei anscheinend ganz \ut 
verschiedenen Formtypen der Gerinnung werden durch den Vergleich J Fer 
mit den Kristalliten Vogelsangs als zusammengehorig erklart, woly wir 
freilich der Unterschied zwischen gelatinéser und kristalliner Aus. J er 
scheidung verwischt oder durch Zwischenglieder iiberbriickt wird. In J oll 
manchen Fallen wird das Zusammentreten, Aneinanderlegen und Ver dur 
schmelzen der .,langlichen Punkte’, séulen- oder knochenférmigen @ wei 
oder zugespitzten Stabchen (Longulite) zu gréBeren langsgestreckter Pol 
Gebilden unmittelbar unter dem Mikroskop sichtbar, und es scheint 
dali im Anfang die zusammengetretenen Teilchen durch Fliissigkeits. J pict 
strémungen, etwa beim Neigen des Objekttisches, wieder voneinander JF ib 
vetrennt werden kénnen, wahrend sie spater fest verwachsen sind. Keim frag 
zahl, Keimbildungs- und Wachstumsgeschwindigkeit, die Menge des Jode 
zur Verfiigung stehenden ausfallenden Materials, das durch Diffusion JJand 
mit oder ohne Hilfe der Konvektion an die Keime herangeschafft wird {hi 
die Anwesenheit oder Abwesenheit von Oberflachen (Wandflachen ie 
Fremdpartikelchen), deren adsorbierende und ausrichtende Wirkuns Mj gefe 
die Keimbildung begiinstigt, und von gelésten oder kolloidalen Fremd- Jim 
stoffen, die durch Adsorption an die Keime die zum Wachstum anzi- Biden 
lagernden Kristallbestandteile verdrangen und das Wachstum beein Jech 
trachtigen, alle diese Bedingungen wirken zusammen und _ bestimmen Jind 
nach den gleichen GesetzmaBigkeiten fiir Kristallisation und Fibrin. Jifest 
ausscheidung die Eigenart des Einzelfalls. hese 
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Aber so einleuchtend die angefiihrten Griinde sein mégen, so legen 
jie Gegengriinde nicht weniger klar zu Tage. Kristalle lésen sich bei 
yveniigender Verdiinnung der Fliissigkeit wieder auf, Fibrin ist weniger 
jislich geworden als Fibrinogen und bedarf einer, wenn auch sehr schwach, 
auren oder alkalischen Fliissigkeit zu seiner Wiederauflésung. Kann 
»ine Fibrinogenlésung, die von selbst oder durch Thrombinzusatz gerinnt, 
Js eine tibersattigte L6sung angesehen werden? Was hielt dann die 
(hersittigung aufrecht oder hob sie auf’ Die starke Temperatur 
ibhangigkeit der Gerinnung, deren Optimum mit dem Ferment wirkungs- 


optimum zusammenfallt, findet keine Parallele bei der Kristallisation 


Hauptsachlich aber ist die Kristallisation ein physikalischer Vorgang. 
bei dem die begiinstigenden oder hemmenden Einfliisse unspezifisch 
wirken, die Gerinnung dagegen ein chemischer Vorgang, der durch 
spezifische chemische Einwirkungen ausgelést wird. Hierin bleibt der 
prinzipielle Gegensatz zur Gelatinegerinnung bestehen, die zwar morpho- 
ogisch als eine Kérnchengerinnung in nahere Verwandtschaft geriickt ist, 
bei der aber die Temperaturerhéhung die aneinandergelegten Teilchen 
ebenso leicht wieder auseinandertreibt als sie sich bei niedriger Temperatur 
durch Assoziation zusammenlegen. Die Fibrinausscheidung ist nicht 
ein einfacher reversibler Vorgang, sondern, worin sich die meisten 
\utoren einig sind, eine Art ,,.Denaturierung’, wobei die Spontan- oder 
Ferment-Denaturierung auch mit der Hitzedenaturierung verglichen 
wird. Wenn nicht auf Grund so deutlicher Gegenargumente der Gedanke 
der Kristallisation ohne weiteres abgelehnt und verdrangt werden 
wll, so bedarf die einseitig physikalische Auffassung der Erganzung 
durch eine die chemischen Vorgange beriicksichtigende Betrachtungs- 
weise. Kine solehe Erganzung bringt vielleicht der Hinweis auf die 
Polymerisation. 

Welche Vorgange einer Eiweifidenaturierung zugrunde liegen, ist 
nicht bekannt und Gegenstand der Diskussion. Fiir die Fibrinogen 
fibrinumwandlung sind die seit langer Zeit lebhaft erérterten Streit- 
fragen hauptsachlich, ob es sich um einen FermentprozeB handelt 
oder nicht und ob das Fibrinogen yespalten wird oder sich mit 
deren Blutbestandteilen zu einer unléslichen Verbindung vereinigt. 
\hnlich wie bei der in manchen Punkten analogen Milchgerinnung kénnte 
lie fermentative Spaltung von dem Eingehen einer weiteren Verbindung 
gefolet sein. Die Versuche, einen gréBeren Ca-Gehalt des Fibrins oder. 
im Hinblick auf das Kephalin, einen gréBeren Phosphorgehalt gegeniiber 
dem Fibrinogen nachzuweisen, sind freilich negativ ausgefallen. Fs 
scheint tiberhaupt schwer oder zur Zeit unméglich, den Unterschied 
inder Zusammensetzung von Fibrin und Fibrinogen chemisch analytisch 
festzustellen. W0é6hlisch (1938), der den Gedanken einer fermentatiy 
veschleunigten Spontandenaturierung vertritt, denkt dabei an einen 
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hydrolytischen EiweiBabbau, wobei dahingestellt bleibt, wari), 4), 


entstandenen kleineren Spaltprodukte weniger léslich sind als das yy. 
spriingliche gréBere Molekiil. Bei der Ungeklartheit der Frayey jy 
es wohl berechtigt, auch an die Méglichkeit zu denken, daB sich kJeiney. 
Fibrinogenmolekille zu gr6Beren unléslichen Molekiilen vereinigen. f, 
finden sich vereinzelte Stimmen, die in diese Richtung weisen. /oc},), 
untersucht die Strémungsdoppelbrechung des in verdiinntem Ajk, 
aufgelésten Fibrins, die Wéhlisch und Belonoschkin vermibt hatte 
und findet sie gleich gro, wahrscheinlich sogar gréBer als bei, 
Fibrinogen, und A. Fischer betrachtet auf Grund seiner Versuche de 
Gerinnungsvorgang als eine ,,Kettenreaktion’:. In einem Aufsatz. jibe 
die natiirlichen organischen Riesenmolekiile macht K. Freudenhery (\p 
Bemerkung, da} der tiberaus wichtige Vorgang der Denaturierungy sic 
deuten lasse als ein Ubergang aus der kugeligen Molekiilform in (i 
fadenfOrmig gestreckte, weniger lésliche, und Rondoni bemerkt. dai} 
bei den Proteinen die faserige Umwandlung eine Abnlichkeit mit der 
Denaturierung aufweise. Astbury, Dickinson und Bailey konnten kus 





formige Proteine wie das Eieralbumin in dehnungselastische Fide) 
und Filme verwandeln (denaturieren), die im R6ntgenbild ein Faser- 
diagramm geben, und halten alle Proteine im vollkommen denaturierte) 
Zustande als zusammengesetzt aus Biindeln paralleler Peptidkette: 
vom Bau des f-Keratins. 

In einer Zeit, in der die Riesenmolekiile oder Makromolekiile (St 
dinger), die hochpolymeren organischen Verbindungen (Weyer wn 
Mark), fiir die Chemie und ihre biologischen und praktischen Anwendungen 
so bedeutsam geworden sind, spielt die Erérterung der Polymerisations 
vorginge, durch welche die langen Hauptvalenzketten zustandekomme: 
eine groBe Rolle. Fiir die Polypeptidketten der Fiweife, fiir die kau! 
schukelastischen Eigenschaften des Myosins und ihre Beziehung 2 

_Kontraktilitat ist die Polymerisation und Polykondensation von a: 
erkannter Wichtigkeit. Wenn wir hier die Beziehung zur Fibrinbildung 
herzustellen suchen, auf die einige vorangegangene Arbeiten hingewieser 
hatten (Kbbecke, Ebbecke und Kniichel), so ist das umso eher mocli: 
als Polymerisation und Kristallisation sich nicht gegenseitig ausschlieben, 
sondern haufig miteinander verbunden auftreten. Staudinger hat a 
dem Modell der Formaldehydpolymerisation zu Polyoxymethivlene! 
gezeigt, da} wahrend der Aneinanderkettung der Grundmolekiile auc! 
ihre Einlagerung und Bindung durch van der Waalssche Krafte in ei 
Kristallgitter erfolgt. Nur ist wegen der ungleichen Lange der polymer- 
homologen Fadenmolekiile der Kristallit des ,,Makromolekiilgitters 
von den Kristallen des gew6hnlichen Molekiilgitters verschieden, so (i 
kristallisierte Anteile, die sich in ihrer Langsrichtung miteinander vleic)- 
sam ,,verzahnt‘‘ haben, mit ungeordneter verflochtenen Anteilen «b- 
wechseln, die bei der Réntgenanalyse das Interferenzdiagramm 
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«harfer machen!. Mit zunehmendem Polymerisationsgrad kann es zum 
\uftreten mikroskopisch sichtbarer fibrillarer Strukturen kommen, 


mit wachsender Fadenlange nimmt aber auch, wahrscheinlich infolge der 


kleiner elastischen Schwingungen, die solche Molekiile in Lésung ausfiihren, 
en. Eig ihre Unbestandigkeit und Labilitat zu, so daB sie nur bei Einbettung in 
Boch Mt das Kristallgitter in festem Zustand als ,,einaggregatige Stoffe‘ existenz- 
Alkali fihig sind und bei Auflésung sich spalten. Es scheint hiernach méglich, 
hatte; Mf wenn wir die geschilderten Verhaltnisse auf unseren Fall der Fibrin- 
Ss bein bidung tibertragen, die faserige und fibrillire Aufteilung des Stoffes, 
die das Mikroskop und Ultramikroskop lehrt, weiter in den submikro- 
tz iiberfif skopischen Bereich und schlieSlich bis in die Dimension der Makro- 
hery died molekiile zu verfolgen. Die neuesten Untersuchungen mit dem Elek- 
Ing sich troneniibermikroskop am Fibrin (Wolpers und H. Ruska) und noch mehr 
in diff am Tabakmosaikvirus (Kausche und Ruska) stellen einen bedeutsamen 
kt. dai Schritt in dieser Richtung dar und fiihren den Befund von Stanley 
mit deri iiber die Nadelkristalle des Virusproteins weiter. (Aus konzentrierten 
1 kugel 4 Lésungen lassen sich auch ausgebildete Hexaeder-Vollkristalle gewinnen. ) 
Fidenff Die Ahnlichkeit der iibermikroskopisch abgebildeten Kristallite aus 
| Faser§ Tabakmosaikvirusprotein mit den ultramikroskopischen Bildern der 
uriertenfl Fibringerinnung ist auffallig groB und auch die von Kausche und Ruska 
\ketten ff vegebene Deutung ihres Zustandekommens ist mit der hier vertretenen 
\uffassung gut vereinbar. 
e (Sta Uber die Bedingungen und die Reaktionskinetik der Polymerisation 
er nlf ist in letzter Zeit eine ausgedehnte Literatur entstanden. Lébering, dessen 
dungenff Ubersicht wir hier folgen, unterteilt den Sammelbegriff der Polymeri- 
sation @ sation in die Hauptvalenzpolymerisation fa) reine Polymerisation, 
ommenJ@ b) Polykondensation] und Nebenvalenzpolymerisation, wobei fiir die 
ie kaut4@ Polypeptidketten die kondensierende Hauptvalenzpolymerisation unter 
ing zur Wasserabspaltung giiltig ist, und gibt das nebenstehende Schema fiir die 
yon an4@ Verteilungszustande der Materie wihrend des Polymerisationsprozesses. 
bildung Schema fortschreitender Polymerisation nach Lébering (vereinfacht) : 
ewileselt Beginn Endzustand 
noglich, koaguliert 
hlieBen: Molekulardispers —kolloiddispers gelatiniert 
hat an ~kristallin 
hvlene glasig 
le aucll . ‘ . “_ gallertig 
Grundmolekiile — Hauptvalenzketten oe 


p in ell mikrokristallin 


be kristallin 
ol vmer- 


vitters ichte Lésung, Sol, Gel, feste Phase (oder fest neben fliissig). 
so dalj ‘ 5 , P . 

1 Eine schematische Abbildung dieses kristallin-micellaren Aufbaus 
| 2 vom Standpunkt der Réntgenspektrographie gibt neuerdings R.Hosemann 
len all (Zeitsehr. f. Phys. 114, 133, 1939). Im Prinzip ahnlich schon Hermann, 


nin Ul GerngroB u. Abitz, diese Zeitschr. 228, 409, 1930. 


- gleich. 
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Er verfolgt, ebenfalls am Beispiel der Polyoxymethylene, die Ander iyo 
die gleichzeitig im Reaktionsmedium vor sich gehen, und_ bese hirej}y 
den Polymerisationsvorgang als ein chemisches Gleichgewicht 2 isch, 
den monomeren und polymeren Bestandteilen, das, durch Temperaty 


eine Kettenlinge die Sattigungskonzentration erreicht ist, durch de) 


Katalysatoren und mechanische Faktoren beeinfluBt und, sobald fi 


physikalischen ProzeB der Abscheidung gestért wird. In der zisamine; 
1 3 
gefaBten Gleichung = P= A bedeuten JW die gelésten Monomer 
2 4 
P die gelésten Polymere und A die ausgefallenen Polymere. wobe: 
die Zahlen die Stufenkonstanten der Reaktionsgeschwindigkeit da 
stellen. In Wirklichkeit ist die Anzahl der Stufen in der Leiter de; 
verschiedenen Diskontinuitaten viel gréBer und das Geschehen aut 
zulésen in ein Reaktionsspiel zwischen mono-, di-, tri. ..meren Anteile, 
Fiir die konzentrierte, nicht im Gleichgewicht befindliche Lésune ver 
wandelt sich die schematische Formel in M —- P = A, fiir die Auf 
schlammung in 4 = P-» M. Ein und dieselbe Katalysatorwirkuny 
kann also je nach den Konzentrationsverhaltnissen die Polymerisatio: 
oder Depolymerisation in Gang setzen, die makroskopisch  sichtha: 
wird. Kine Anwendung auf unseren Sonderfall der Fibrinausscheiduny 
ist unschwer herzustellen. Wenn wir annehmen, daB auch bei ihn 
der chemische ProzeB der Polymerisation dem physikalischen Proze() 
der gallertig-kristallinen Ausscheidung vorgeschaltet ist, so folgt weiter 
daraus, dafS das katalysierende Agens Thrombin gelegentlich in un 
gekehrter Richtung fibrinolytisch wirken kann. Die wichtigen Unte: 
suchungen iiber den Ersatz des Thrombins durch das Verdauungsferment 
Trypsin (Waldschmidt- Leitz) und namentlich durch das_ pflanzlich: 
Ferment Papain (Kagle), die manchen Autoren einen Hinweis auf ein 
hydrolytische Spaltung bei der Gerinnung bedeuten, kénnen von diesen 
Standpunkt aus ebensosehr fiir die bei der Gerinnung eintreten 


EiweiBsynthese verwertet werden, die fiir die Gruppe der Kathepsin 
von Waldschmidt-Leitz untersucht ist. 
Wenn wir zum Schlu&® die einzelnen Stadien betrachten, in dene: 


ein Polymerisationsvorgang abliuft, so stimmen die verschiedene 
Autoren darin iiberein, daB sich drei Abschnitte unterscheiden: Di 
Keimbildung (Startreaktion), das Kettenwachstum und der Kettenabhruc! 
(H. Mark 1937, 1938, Staudinger 1937), drei Vorgainge, von denen jede 
seine eigene GesetzmaBigkeit und seine eigene Konstante k,, ko und / 
hat. Wie H. Mark in seiner Abhandlung iiber die Entstehung und Five: 
schaften hochpolymerer Festkérper auseinandersetzt, muB, damit ci 
Keim gebildet wird, der thermische ZusammenstoB der beiden mi! 
einander reagierenden Molekiile besonders heftig sein, so daB die 2 
gefiihrte Energie ausreicht, um die neue Konfiguration herbeizufiilire! 
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Die . Aktivierungswarme™ ¢ der Keimbildung ist sehr grob, weit groBer 
js die durchschnittliche Energie eines ZusammenstoBes: nur etwa 
ieder 1O-!2 bis 10-25te Zusammensto® ist wirksam. Daher ist die Keim- 
piidung eine sehr langsame und stark temperaturabhangige bimolekulare 
homogene Reaktion. An Stelle der Aktivierungswirme durch Mole- 
kiilst6Be e¢ kann bei der photochemischen Keimbildung die Anregung 
durch ein Lichtquant 4 y treten und namentlich kann ¢ herabgesetzt 
werden durch Katalysatorwirkung. Katalytisch wirksam sind Ver- 
mreinigungen kleinster Art, wie sie stets anwesend sind, entweder 
im gesamten Reaktionsraum oder bevorzugt an den Wanden. Wir finden 
iso wiederum die unspezifische Oberflachenkatalyse, der wir schon 
bei der Kristallisationsbetrachtung der Fibringerinnung begegneten, 
verstehen aber erst jetzt die begiinstigende Wirkung erhéhter Temperatur 
nd die starke Temperaturabhangigkeit des Gerinnungsvorgangs. 
Die lange, fiir die Keimbildung beanspruchte Zeit ist verantwortlich 
fiir die ,, Induktionsperiode’™’, die wir der ,,Reaktionszeit’’ bei der Blut- 
verinnung gleichsetzen kénnen. 

Demgegeniiber ist beim Kettenwachstum, das zweiseitig oder, 
wenn der Keim an der Wand adsorbiert ist, einseitig erfolgen kann, 
die Aktivierungswarme erheblich kleiner, da bei der bimolekularen 
teaktion jetat nur der eine Partner ein normales Molekiil, der andere 
schon ein Radikal ist, und entsprechend sind die fiir das Kettenwachstum 
usreichenden Zusammenst6be weit haufiger als die fiir die Keimbildung 
in Frage kommenden. Die Wachstumsreaktion ist daher im allgemeinen 
iel sechneller als die Keimbildung und von der Temperatur weniger 
ibhangig. 

Im Endstadium des Kettenabbruchs sinkt die Wachstumsgeschwin- 
ligkeit der Ketten, abnlich wie bei der Kristallisation, durch den allge- 
neinen Verbrauch der Grundsubstanz, da die entstandenen Keime 
ind heranwachsenden Ketten um das monomere Material konkurrieren. 
{us dem Verhaltnis von Keimbildungs- und Wachstumsgeschwindigkeit 
ergibt sich die Verteilung der Molekiillange itiber die vorhandenen Ketten 
wach dem Maawellschen Verteilungsgesetz, wobei wir uns an die bei der 
Kristallisation angesteliten Uberlegungen iiber die Bestimmung der 
Kristallor6Be durch das Verhaltnis Keimzahl zu Anlaygerungsgeschwindig- 
seit erinnern. Die Ketten entstehen bei zunehmender Keimzahl schneller, 
iber sie werden kiirzer und haben eine kiirzere Wachstums(,,Lebens’*)- 
lauer bis zum Kettenabbruch. Die Ketten, die zu den am spiitesten 
entstandenen Keimen gehéren, werden am ktirzesten sein. 


Nimmt man die Wachstumsgeschwindigkeit tausendmal grOber 


is die Keimbildungsgeschwindigkeit, so ergibt sich die Kurvenform 


ler nachstehenden Abb. 2, die wir, ebenso wie die vorangegangenen 
Auseinandersetzungen, der Arbeit von H. Mark entnehmen. Die S-Form 
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der Kurve ist charakteristisch fiir eine Kettenreaktion, schon bei ce 
schnell verlaufenden Gasreaktionen (Explosionen), und wird fiir <j 
Polymerisationsreaktionen von Mark abgeleitet fiir den Fall, dal} di 
Keime ungleichzeitig nacheinander entstehen, so da der Anstiey 
durch Nachlieferung neuer Keime steiler wird, bis er sich durch Material. 
aufbrauch abflacht. Sie ist auch charakteristisch fiir den Verlauf de; 
photometrisch an der Abnahme der Lichtdurchlassigkeit oder Zunalhin 
des Streulichts verfoleten Gerinnungskurye 
wie die Abb. 3 zeigt. Besonders lehrreich js; 
aber die Gerinnungskurve fiir die ero 
Temperaturabhangigkeit. Zunachst schiene 
uns die Temperaturversuche nur Belege fii 
den bekannten EinfiuB, den die Temperatur 
auf die Wirksamkeit von Fermenten ausiibt 








Abb. 2. Pee Sitebiied. und auch die bei héherer (56°) Temperatw 
sationsreaktion ohne spezifischen deutliche Gerinnungsverzégerung sprach als 

ee ee ree Fermentschadigung in diesem Sinne. Aut 
Grund der Uberlegungen iiber die Induktion: 
periode (Reaktionszeit), die auf die anfangliche Langsamkeit der Kein 
bildung zuriickgeht, wird aber besonders die UngleichmaBigkeit be 
deutsam, mit der die Temperaturwirkung die beiden Hauptteile der 

















0 2 oS ae ae. ee 
Min. 


Abb. 8. Temperaturabhiingigkeit der photometrisch bestimmten Plasmagerinnung 


Kurve trifft. Solange die Temperaturerniedrigung nicht zu groli is' 
behalt der steile Teil der Kurve fast unverandert seine Form, die be 
schleunigung und Abkirzung betrifft fast ausschlieBlich die Reaktions 
zeit, den ersten Abschnitt der Gerinnung, in dem nichts nach aubyer 
Auffalliges geschieht, in dem aber die am starksten temperatura bhanvig' 
Keimbildung in Gang kommt. 

Zu dem natiirlichen Aufbrauch, der den einfachsten Fall darstell' 
kénnen aber eine Reihe von Nebenbedingungen hinzukommen. be 
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tomaren Reaktionen kommt jedesmal bei ausreichender Aktivierungs- 
wirme die Reaktion zustande, bei den Molekiilreaktionen dagegen 
nu8 der ZusammenstoB, um so mehr, je linger und zusammengesetzter 
jie Molekiile sind, an einer bestimmten Stelle und in einer bestimmten 
Konstellation erfolgen, wenn er wirksam sein soll. Der mit = zu- 
nehmender Kettenlange kleiner werdende ,,sterische Faktor’ laBbt 
lie Wachstumsgeschwindigkeit absinken und_ einschlafen. Ferner 
konnen Nebenreaktionen das Wachstum unterbrechen, indem sie die 
freien Endvalenzen vernichten, so durch innere Ringbildung, wenn 
die Kette durch Drehbarkeit der Kettenglieder biegsam ist, durch 
lsomerisation innerhalb eines Kettenmolekiils oder durch Atomaus- 
tausch zwischen zwei Molekiilen, die nicht kraftig genug zusammen- 
stieBen oder, was in unserem Zusammenhang am wichtigsten ist, indem 
Stabilisatoren** mit den Kettenenden reagieren, ihre freien Endvalenzen 
in Beschlag nehmen und absattigen, ohne daf zugleich eine neue 
chemische Hauptvalenz regeneriert wird. So verhindern beispielsweise 
Reduktionsmittel wie Hydrochinon die Polymerisation von Styrol 
und ahnlich diirfen wir uns vielleicht die Wirkung des Heparins, mancher 
mgesetzten Fremdstoffe und ,,Antikérper*’ bei der Blutgerinnung vor- 
stellen, die als typische Stabilisatoren wirken. Zugleich erinnern wir 


° : : ¥ ° . ° 
uns in diesem Zusammenhang an eine Uberlegung, die Staudinger auf 


Grund seiner Befunde an den Polyoxymethylenketten hervorgehoben 
hat, weil er darin die Erklirungsmdéglichkeit fiir die Wirkungsweise 
kleiner Substanzmengen im biologischen Geschehen sieht. Werden 
beim Polyoxymethylen die endstandigen Hydroxylgruppen durch 
Methoxylgruppen ersetzt: 
HO—CH,—O—(CH,—O),,-CH,—-OH 
g-Polyoxymethylen, in Natronlauge léslich. 
CH,0—CH,—O—(CH,—0O), -CH, OCH, 


y-Polvoxymethylen, in Natronlauge unléslich. 


n 


xo verhindern diese Methoxylgruppen den Abbau der Kette durch 
Natronlauge, obgleich sie nur etwa 1°, des langen Fadenmolekiils 
iusmachen, sich bei der chemischen Analyse kaum bemerkbar machen 
und bei der R6ntgenanalyse als ,,Fehlstellen’* im Molekiilbau unbemerkt 
bleiben. Je gréBer das Makromolekiil ist, um so kleiner ist prozentual 
die erforderliche Substanzmenge, die nur an einer einzigen kleinen 
Ntelle des Molekiils anzugreifen braucht, um dessen chemische Eigen- 
schaften grundlegend zu verindern. Wenn wir an den Ausgangspunkt 
unserer Arbeit zuriickkehren, wo wir beschrieben, wie einige Substanzen, 
Hiradin, Heparin, Vetren, in Spuren dem Plasma zugesetzt, nicht nur 
den Gerinnungsvorgang verzégern, sondern die Form der Gerinnungs 
produkte, die sonst in dem typischen Bilde der Nadelkristallisation 
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awusfallen, auf dem Wege tiber die fadige Gerinnung in die fiir di 9 
wohnliche Gelatinierung charakteristische K6rnchengerinnung  \; 
wandeln, so kénnen wir uns wohl jetzt die Wirkungsweise dieser s))| 
stanzen vorstellen und sehen, wieviele Tatsachen der Gerinn ne. 


physiologie sich in einen ungezwungenen, natiirlichen Zusayy) 


hang einordnen, wenn wir sie unter dem Gesichtspunkt der Poly jy 
sation und Kristallisation betrachten. 


Wenn gerade die morphologisch eingestellten Beobachte: 
Virchow angefangen, den Vergleich mit der Kristallisation vezouc) 
haben, wie eingangs erwahnt wurde, so ist das auch aus dem Gruni 
naheliegend, weil der Histologe bei seinen Untersuchungen auf manely 
fibrillaren Gebilde st6Bt, die als Abscheidungen lebender Zellen ey 
standen sind und dennoch mit den Formen der Fibrinfaserbilduny 
vrobe Ahnlichkeit haben. Es ist zu erwarten, da® eine genauere Kenntpis 





der Fibrinentstehung, so wie sie schon mit der Abscheidune andere 
stabchenf6rmiger EiweiBe (Ammonsulfatfaillung des Tabakmosaik 
virusproteins, Kausche und Ruska), in engste Beziehung getreten ist 
auch fiir das Verstandnis des Faseraufbaus in den Zellen verwert}:; 
sein wird, und wir kénnen, wie es auch schon Stiibel tat, auf die Autore; 
hinweisen, die wie Biedermann und Hansen bei Betrachtung der Stiit: 
und Skelettsubstanzen, der Bindegewebsfibrillen oder der die Knor. 
substanz durchziehenden Fibrillen aus der verwickelten, aber strene 
gesetzmabigen Anordnung auf eine dem Kristallwachstum vergleichbar 
wenn auch nicht den héchsten Ordnungsgrad der Kristalle erreichend 
Tatigkeit schlossen, wobei das Vorhandensein der eindimensional 
streckten fibrilliren Gebilde die gleichsinnige Anlagerung neuer Teilche 
herbeifiihrt. Hier scheinen die neueren Untersuchungen von Nageott 
iiber die bei der Auflésung und Rekoagulation von Sehnensubstai 
erhaltenen Kollagenfibrillen besonders bemerkenswert. 


Zusammenfassung. 

Die drei Typen der nadligen, fadigen und kérnigen Gerinnuny 
werden nach Form und Entstehung mit den Embryonalkristallen 11 
Kristalliten (Globuliten, Margariten, Longuliten, Trichiten) Vogelsany: 
verglichen und untereinander in Beziehung gesetzt. Das Verhaltni 
von Keimzahl, Keimbildungs- und Wachstumsgeschwindigkeit. di 
unspezifisch katalysierende Grenzflachenwirkung (Wandflachen, Frei 
partikel), die wachstumshemmende Wirkung geléster Fremdstott 
werden in ihrer GesetzmaBigkeit fiir Kristallisation und Fibrinaus 
scheidung (und ahnilich Ausfallung von Virusprotein) erértert. Als ei 
der Kristallisation des Fibrins vorhergehender, durch Ferment wirkun¢ 
ausgeléster Denaturierungsvorgang wird die Polymerisation (Polvkonden 
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sation) betrachtet, deren Reaktionskinetik (Induktionsperiode, Keim- 
hildung, Kettenwachstum, Kettenabbruch, Stabilisatorwirkung) mit 
dem Gerinnungsverlauf in Parallele gesetzt wird 
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Zur Kinetik der Amylasewirkung. 
Von 
Alexander Janke. 
Unter Mitwirkung von Josef Holota. 
(Aus dem Institut fiir Biochemische Technologie an de 
Technischen Hochschule in Wien.) 


(Eingegangen am 2. Januar 1940.) 


Einleitung. 

Die Kinetik des Starkeabbaus! 4st hinsichtlich der verzuckernden 
Wirkung oder — besser ausgedriickt hinsichtlich des auftretenden 
Reduktionsvermégens vielfach untersucht worden. Bei einer bestimmten 
Starkekonzentration und einer entsprechenden Enzymmenge wurde das 
monomolekulare Zeitgesetz erfiillt gefunden, wobei freilich mancly 
Forscher erst von einem Umsatz von 30 bis 40 % an fiir die Konstante 
der monomolekularen Reaktion tatsachlich Konstanz erhielten. Die 
Unstimmigkeiten sind offenbar darauf zuriickzufiihren, daB bei Be 
stimmung des Reduktionsvermégens nicht nur die Wirkung der Amylase 


sondern auch jene der Amylophosphatase gemessen wird, da Wald. 


schmidt-Leitz und Mayer? eine Freilegung von reduzierenden Gruppen 
durch das letztgenannte Enzym festgestellt haben. Auch der Umstand 
ist zu beachten, daB in manchen Enzympraparaten ein Gemisch von 
x- und #-Amylase vorliegt, und ferner mu auch der Charakter des 
Starkeabbaus als Stufenreaktion fiir das beobachtete Zeitgesetz von 
Bedeutung sein, worauf weiter unten des naheren eingegangen wird 
schlieBlich ist auch zu bedenken, daB als Substrat meist Gemische 
yon Amylose und Amylopektin bzw. von Amylo- und Erythrokorpern 
dienten, die sich beim Abbau nicht gleichartig verhalten. 

Berechnet man aus den von Waldschmidt-Leitz und Mayer? fiir div 
Amylophosphatasewirkung experimentell ermittelten Werten die Kon 
stanten nach dem monomolekularen Zeitgesetz, so ergibt sich gemal 
Tabelle [eine Abnahme dieser Konstanten, was wohl auf eine Hemmung 
durch die Reaktionsprodukte hindeutet. Wahrend aber die nach der 
Schiitzschen Regel errechnete Konstante mit zunehmendem Starke 

xr 


ye 


abbau ansteigt, ergeben sich fiir die durch die Formel K 
vedriickte Reaktionskonstante nur mabige Schwankungen. 
' Vel. M. Samec u. M. Blinc, Kolloid-Beihefte 49, 75, 1939. 


* EB. Waldschmidt-Leitz u. K. Mayer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 286, 163, 
1935. 
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Zur Kinetik der Amylasewirkung. 


Tabelle I. 
Viskositatsabnahme eines 3° igen gepufferten Starkekleisters 
6,8] bei 40°C durch Amylophosphatase nach Waldschmidt- 
Leitz und Mayer. 


Pu 





AustluBzeit 
= - —_ PY 


ginwirkungs- | in %y des . t 
iauer in Min. || in Sek. Anfangs- - 102 
wertes 


0 50,8 100 

3 47,2 92,9 120 P45 208 173 

5 45,2 89.0 112 234 250 192 
10 42,4 83,5 84 181 266 1s1 
20 38,8 76,4 60 135 268 163 
30 34,6 68,1 54 115 296 166 
60 24,8 48,8 43 120 336 170 


Die Uberlagerung der Wirkung der Amylophosphatase iiber jene 
der Amylase wird sich bei Feststellung der verfliissigenden Wirkung 
wesentlich deutlicher als bei der Reduktion bemerkbar machen, da der 
Viskositatsabfall viel starker in Erscheinung tritt als die Zunahme 
des Reduktionsvermégens. Durch eine solche Superposition zweier 
zeitbestimmter Reaktionen kann das Zeitgesetz unentwirrbar werden. 


Die Stirkeverfliissigung durch Amylasepriiparate des Handels. 

Wir versuchten nun, die in einer friiheren Arbeit! auf viskosimetri- 
schem Wege ermittelten Zeit-Umsatz-Kurven genauer zu definieren, 
um so den Reaktionstypus klarzustellen. Es wurden die Konstanten 
fiir die bei Enzymreaktionen am haufigsten auftretenden vier Re- 
aktionsarten berechnet und auf ihre Konstanz untersucht; als fiinfter 
Reaktionstypus kam noch der vorstehend bei der Amylophosphatase- 
wirkung erwaihnte zur Anwendung. 


ar 
A. Linearer Verlauf (Reaktion nullter Ordnung): &, , > darge- 
stellt durch eine gerade Linie. 
B. Monomolekulare Reaktion (1. Ordnung): 
] a | a 
In er log ———. 
t a—2z 0,4343 - ¢ al ¥ 
dargestellt durch eine logarithmische Kurve. 
(. Positive Autokatalyse durch das Reaktionsprodukt: 
l a+2x l ab a 
ky In —— — iow 
t a x 04343 -¢ a— 
dargestellt durch eine Kurve, die sich durch Superposition einer Geraden 


mit einer logarithmischen Kurve ergibt. 


' A. Janke u. J. Holota, Wochenschr. f. Brauerei 56, 161. 1939. 











A. Janke u. J. Holota: 


D. Negative Autokatalyse durch Reaktionsprodukte : 


a) Schiitzsche Regel: 


x n dx iS 
——; BB+ = at: = 
Vi dt 22 


ky 


dargestellt durch eine Parabel 
g 


x 
b) &, eae dargestellt durch eime Parabel héherer) Ordiny) 


5 
ye 

Die Werte fiir diese verschiedenen Konstanten bei Einwirkiy) 
von Malzamylase (Diastase puriss. Merck) sowie von Superclast 
auf 5°,igen ungepufferten Starkekleister (pu 6.8) bringen 
Tabellen LL und LIT. In allen Fallen kamen auf 70 cem des Kleistes 
0,1 cem der 2°,igen Enzymlésung, also 0,00286°, Enzym auf «i 
Kleister bezogen zur Anwendung. Die relative Enzymmenge war dey 
nach so gering (etwa 0,06 ¢ Enzympraparat auf L00 g Starke), dafs einy 
partielle Koagulation des Kleisters nicht auftreten konnte, zumal eit 


Tabelle Il. Einwirkung von Malzamylase (Diastase puriss. MV 
auf Starkekleister. 





Zeit 
in Min. 


9° 104 (309) fy - $ hk. +104 (30°) ky - 102 (309) 


3 199 387 335 

6 179 341 417 
10 186 i 343 538 
15 179 { F 319 607 
20 178 309 671 
25 160 274 660 
30 25 157 24 263 84 
40 145 21% 231 696 
5O 142 : 223 717 
60 92 134 207 713 


Tabelle IT. Einwirkung von Bakterienamylase (Superclastase 
auf Starkekleister bei 50°. 





Zeit in Min. &y - 102) kg 104 by + 104 kg + 102] Zeit in Min. &,- 10° ky - 104 


2507 | 4647 6517 | 4349 25 378 1160 1426 
1433 3277 4311 | 3513 30 318 1012 1235 
895 2254 2893 | 2834 40 240 798 966 
619 1763 2201 | 2405 50 193 671 806 
471 1415 1747 | 2106 60 162 585 697 





! Mit der ebenfalls aus Bakterien hergestellten Biolase ,,hochkonzentri i! 
wurde in vollstandiger Ubereinstimmung mit den mit der Superclasta~ 
erzielten Ergebnissen eine Abnahme = samtlicher Reaktionskonstante! 
erhalten. 
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‘belle IV. Einwirkung von Pilzamylase (Takadiastase) aut 
Starkekleister bei 50°. 





hy - 104 [hy - 104 ky + 1027 Zeit in Min. &, - 102 4 


1133 1385 | 2360 | 1963 25 300 553 777 =| «1498 
858 1206 1898 | 2103 30 258 197 689 1415 
590 892 1354 1866 40 203 415 564 1290 
441 723 | 1062 | 1709 50 168 367 489 1188 
358 628 897 | 1599 60 144 330 434 11138 





solche nach den Feststellungen von Samec! selbst bei einem Verhaltnis 
Substrat : Enzym 100:0,6 nicht mehr zu beobachten ist. 


Die Tabelle LV bezieht sich auf die Wirkune der Takadiastase 
bei pu » (Phosphatpuffer) auf 5° igen Starkekleister. 


Vergleicht man die Werte fiir die Reaktionskonstanten, wie sie 
nden Tabellen LL bis [V niedergelegt sind, so ergibt sich fiir alle unter- 
suchten Amylasen, dab ein linearer Verlauf nicht in Frage kommt. Was 
den monomolekularen Reaktionstyp anlangt, zeigt sich derselbe bei der 
Malzamylase fiir den anfanglichen Abbau bei 36° bis zu 30°, des Um- 
satzes und bei 50° bis zu 45°, erfiillt: fiir den weiteren Abbau durch die 
Malzamylase sowie fiir den gesamten Abbau durch die iibrigen Diastase 
priparate ergibt sich eine dauernde Abnahme der Reaktionskonstanten 
|. Ordnung, was offenbar auf eine negative Autokatalyse durch ein 
Reaktionsprodukt hindeutet. Und in der Tat ist bei der Malzdiastase 
fir die 2. Etappe des Abbaus die Schiitzsche Regel bzw. der Ansatz 


by 
annahernd erfiillt. 


iG 

Die negative Autokatalyse kommt offenbar dadurch zustande, 
daB der Abbau des Starkemolekiils als Stufenreaktion vor sich geht 
ind daher die Produkte der 1. Abbaustufe (Dextrine) die Amylase 
ibbinden und sie in die 2. Reaktionsstufe verwickeln, wodurch fiir die 
|. Abbaustufe immer weniger Enzym zur Verfiigung steht. 


Viskosimetrische Messungen an entphosphorylierter Stirke. 


Da sich bei den gepriiften Enzympraparaten des Handels nicht 
iberblicken lieB, inwieweit die Amylophosphatase einen geschwindigkeits- 
bestimmenden EinfluB auf die Verfliissigung ausiibt, wurden B-Amylase- 
praparate hergestellt und diese auf entphosphorylierte Starke einwirken 
velassen, um so den Einflu®B etwa noch vorhandener Amylophosphatase 


uszuschlieBen 


' M. Samec, Zeitschr. f. physiol. Chem. 259, 204, 1939. 
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Die Bereitung der entphosphorylierten Starkelésung erfolgte dur,) 


l4stiindige Druckerhitzung eines 5 °,igen aus nicht entfetteter Kart offe| 
stirke bereiteten Kleisters bei 13/, Atii. Die erhaltene tritbe Losuny 
wurde nach Filtration der Elektrodialyse unterworfen, um die Elektro 
lyte zu entfernen. Bei der Dialyse, die unter stiindlichem Wasserw echs 
bis zu der nach 20 Stunden erreichten Stromkonstanz ausgedel); 
wurde, trat keine Entmischung ein. Durch nochmalige Autoklayey 


behandlung waihrend zweier Stunden konnte eine vollig klare Lésuyy 


erhalten werden, deren Viskositat gegeniiber jener des Starkekleister. 


stark gesunken war [von 94 cp (Centipoise) auf 2,8 ep]. 

Zum enzymatischen Abbau dienten 1 %ige Loésungen von ye; 
p-Amylasepraparaten, die nach van Klinkenberg) bereitet worden ware; 
und zwar die eine aus ungekeimter Gerste (U), die andere aus Gerstey 
graupen (G). Die Ausfithrung der Abbauversuche gestaltete sich derart 
daB 70 cem der im Apparat von Janke-Melzer2 homogenisierten wn 
hernach entliifteten entphosphorylierten Starkelésung einen Zusat) 
von 0,2 cem Enzymlésung erhielten, worauf die Viskositatsabnahny 
mittels des Héppler-Viskosimeters unter Verwendung der Glaskug 
bei 26° ermittelt wurde. Die Ergebnisse bringen die Tabellen V und \V! 


Vergleicht man die mit den f-Amylasepraparaten U und G& er 


haltenen Ergebnisse, so beobachtet man ein unterschiedliches Ver 
halten. Der mittels des Praparats U erzielte Abbau laBt sich sowol 
als Reaktion nullter Ordnung, als monomolekuare Reaktion oder abe: 
als positive Autokatalyse durch ein Reaktionsprodukt auffassen: nu 
die fiir die negative Autokatalyse erhaltenen Werte der Reaktions 


Tabelle V. Viskosimetrische Messung des Abbaus der entphos 
phorylierten Starke durch B-Amylase (Praparat U) bei py = fs 
(ohne Puffer). 





Viskosititsabfall 
in 9), des Blind- ky - 102 
wertes 


Einwirkungs- Fallzeit 
dauer in Min. in Sek. 


0 121.0 100 

10 120,3 99,42 58) | 58 

20 1194 98.67 7. ee 
119,0 | 98.34 551 | 56 
118.3 97,80 55/ | 5,6 
118,0 97,20 66$ | 6.7 
1165 | 96.28 2) | 63 
1158 | 95.70 6,1 
115.3 | 95,29 | 6,0 
114.7 | 94,80 5,9 











1G. A. van Klinkenberg, Proc. Roy. Acad. Amsterdam 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 209, 253, 1932; 212, 173, 1932. 
u. F. Herzog, Enzymologia 3, 105, 1937. 
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fabelle VI. Viskosimetrische Messung des Abbaus der entphos 
phorylierten Starke durch fS-Amylase (Priparat G) bei py 6.8 
(ohne Puffer). 





Viskositatsab fall 
in 9), des Blind- | &, - 102 
wertes 


Rinwirkungs- Fallzeit 
dauer in Min. in Sek. 


100 
99,0 20,0 
98,7 13,0 
98,5 10,0 
98.3 8.5 
98,1 7,6 
30 98,0 6,7 
36 97,7 6,4 
40 97,4 6,5 
50 20, 96,77 6.5 
65 119,5 96,37 5.6 
70 119,1 96.05 5,6 
80 118,4 95,48 5.6 f 
90 117.6 94,84 5,7 5,9 B 5 26 


Q 
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10 
15 
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25 


bo DO £O DO OO LO PO LO 


SS se ee 








konstanten zeigen ein andauerndes Ansteigen. Beim Praparat G hin- 
gegen erfolgte wahrend der ersten 1/5 Stunde der Abbau als negative 
Autokatalyse durch ein Reaktionsprodukt, wahrend die weitere Viskosi- 
titsabnahme wieder als Reaktion nullter Ordnung oder aber als positive 
Autokatalyse durch ein Reaktionsprodukt aufgefaBt werden kann. 


§ “are . . 7 x 
Uber das gréBte zeitliche Bereich weist der nach Formel k; 


ye 
herechnete Wert Konstanz auf. 

Der Unterschied zwischen den beiden §-Amylasepraparaten scheint 
demnach darin zu bestehen, da der Abbau durch das Praparat U sich 
nur auf einer Reaktionsstufe vollzicht, wahrend die Amylase des 
Priparats G den Abbau zumindest anfanglich gleichzeitig tiber 
mehrere Stufen fiihrt. 

Eine ahnliche Beobachtung wie die beschriebene, namlich einen 
Ablauf der Starkeverfliissigung gleichzeitig nach dem linearen als auch 
nach dem monomolekularen Gesetz hat auch Pronin} fiir die ver- 
mckernde Wirkung der Pankreasamylase bei Verwendung geringer 
Enzymkonzentrationen gemacht. Diese Erscheinung wird eben immer 
dann auftreten, wenn der enzymatische Abbau bei Verwendung relativ 
hoher Substratkonzentration so gering ist, daB die letztere als konstant 
angesehen werden kann. Auf gleiche Weise hat schon viel friiher Arm- 
strong? den anfanglich linearen Verlauf der Starkeverzuckerung erklirt. 
wie ein soleher von manchen Forschern beobachtet worden ist. 


1 §. J. Pronin, Biochimija 2, 935, 1937; Bull. biol. med. exp. USSR. 
8, 419, 1937. — ® EF. Armstrong, Proc. Roy. Soc. London 73, 500, 1904. 
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Im Gegensatz zur Starkeverfliissigung durch die B-Amylase s«|) 


die durch die g-Amylase bewirkte wesentlich komplizierter zu verlayfc 
wie dies aus den Werten fiir die Reaktionskonstante beim Abbaw «. 
Starke durch Bakterien- und Pilzamylase (Tabellen LLL und LV) her 
geht. Der Grund fiir die Inkonstanz simtlicher nach den fiir Enz) 
reaktionen iiblichen Formeln berechneten Konstanten scheint (a; 
mu liegen, dab die g-Amylase das Starkemolekiil an verschiede 
Stellen gleichzeitig angreift und so eine rasche Abnahme der Viskosit): 
hervorruft, wodurch die Uberlagerung mit der Amylophosphatas 
wirkung schwer zu entwirren ist. 

Aus unseren alteren und neueren Untersuchungen tiber die stark, 





verfliissigende Wirkung der«Amylase ergeben sich demnach_ beziiy\ic) 
der Reaktionskinetik die nachstehenden zusammenfassenden Schy\ §E4a3. 





folgerungen. enth 
Zusammenfassung. )Spul 

. ‘ : : i ki 7“ ; reag 

1. Die viskosimetrisch gemessene Verfliissigung von Starkekleiste Ketc 
durch Malzamylase bzw. der Abbau von entphosphorylierter Stark BE 
durch reine £-Amylase ist in Ubereinstimmung mit den Ergebnis irk 
von Olsson! als Reaktion 1. Ordnung zu betrachten. Eine annahernd Base 
Konstanz der monomolekularen Reaktionskonstanten ergibt sich jedo wai 
nur dann, wenn sich der Abbau nur auf einer Stufe dieser Stufenreakti 
abspielt bzw. nur eine Stufe geschwindigkeitsbestimmend wirkt. ye 
2. Treffen letztere Voraussetzungen nicht zu, dann ist bei der Wc! 
f-Amylase das monomolekulare Zeitgesetz so verandert, wie es eine: net] 
negativen Autokatalyse durch ein Reaktionsprodukt entspricht. chlo 
3. Ist die Wirkung der f-Amylase bei relativ hoher Substra: cart 
konzentration derart gering, daB man die Swhstratkonzentration «) m7 


konstant ansehen kann, so laBt sich der Reaktionstyp sowohl als so 
solcher nullter oder 1. Ordnung als auch als monomolekularer mi 


Phet 
positiver Autokatalyse durch das Reaktionsprodukt betrachten. Dies 
4. Die Starkeverfliissigung durch verschiedene Bakterien- al 


Pilzpraparate des Handels, die bekanntlich vorwiegend x-Amylas ber 
enthalten, ergab bei Berechnung nach den_ fiir Enzymreaktione ee 
iiblichen Formeln fiir keine derselben tatsachliche Konstanz der [i Was 

ae 


aktionskonstanten. Die Kinetik dieses Abbautyps scheint infolge (le: 


gleichzeitigen Angriffs des Enzyms an mehreren Stellen des Stark 


molekiils wesentlich komplizierter zu sein. Bege 
yon 
Abn 
Kete 
carb 
Stof 


noch 


' (", Olsson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 26, 29, 1923. 
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Zur Kenntnis der Histidin-decarboxylase 
und der Histaminase. 
Von 
E. Werle. 


(Aus dem Laboratorium der Chirurgischen Klinik 
der Medizinischen Akademie Diisseldorf.) 


(Eingegangen am 22. Dezember 1959.) 


In einer fritheren Arbeit (1) wurde es wahrscheinlich gemacht, 


‘daB die Histidin-decarboxylase in ihrem Agon (2) eine Carbonylgruppe 
enthalt. Das Ferment wird namlich auBer durch Blausaéure durch 


Spuren von Hydroxylamin oder Semicarbazid, also Carbonylgruppen- 
reagentien, gehemmt. Ob die Carbonylgruppe einem Aldehyd oder 
Keton angehort, konnte noch nicht entschieden werden. Zwar wird 


‘das Ferment auch durch Bisulfit gehemmt, doch ist die Hemmungs- 
wirkung des Bisulfits rund 100- bis 600mal schwacher als die des Hy- 
‘droxylamins, so daB die aufgeworfene Frage auf Grund der Bisulfit- 


versuche noch nicht beantwortbar war. Wir haben nun weitere Befunde 
erheben kénnen, die fiir das Vorhandensein einer Carbonylgruppe 
im Agon der Decarboxylase sprechen. Die Histidin-decarboxylase wird 
nimlich durch die Ketonreagentien von Girard (3), Hydrazidocarboxy- 
methylpyridiniumchlorid (1) und Dimethylamidoessigsiurehydrazid- 
chlormethylat (Il), gehemmt, ebenso, wenn auch schwacher, durch das 


Carbonylgruppenreagens Dimedon. 0,001 mol. Lésung von I hemmt 
2 75 bis 100%, 0,01 mol. Lésung von II zu 75 bis 85°, Dimedon zu 
0 bis 75°. Weiterhin wird das Ferment in stairkster Weise durch 
‘Phenylhydrazin oder Dinitrophenylhydrazinchlorhydrat gehemmt. 
Diese Hemmungen wurden beobachtet bei Lésungen der Histidin-de- 
carboxylase aus Kaninchen- und Meerschweinchennieren, aber auch an 
iiberlebenden Schnitten dieser Organe. Die Hemmung ist reversibel und 
‘kann durch Dialyse der gehemmten Fermentlésung gegen flieBendes 


Wasser wieder aufgehoben werden. 

Das Verhalten der Histidin-decarboxylase und das der Histaminase 
yegeniiber verschiedenen Hemmungskérpern ist nach den Arbeiten 
von Werle (1) einerseits und Zeller (4) andererseits von auffallender 
A\bnlichkeit. Es lag daher nahe zu priifen, ob die Histaminase durch die 
Ketonreagentien von Girard ebenso gehemmt wird, wie die Histidin- 
carboxylase. Dabei ergab sich, daB die hemmende Wirkung dieser 
Stoffe gegeniiber der Histaminase in Lésung oder im Organschnitt 
noch rund 10- bis 100mal starker ist, als gegeniiber der Decarboxyla es 
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202 E. Werle: 


Die Histaminase wird also z. B. durch 10-4 mol. Lésung von I zu |(\) 
gehemmt. Auch Phenylhydrazin ist noch in 10-5 mol. Lésung fiir «jj 
Histaminase ein auBerst wirksamer Hemmungskorper. Diese Befyn, 
sprechen fiir die Annahme Zellers (4), daB die prosthetische Gruppe dey 
Histaminase eine Carbonylgruppe enthalt. 

Da stark hemmende Konzentrationen der Reagentien von Gi;qy7 
fiir die Decarboxylase und Histaminase weit auseinander liegen, sol|te 
es méglich sein, durch geeignete Mengen dieser Substanzen in Lésungey 
oder tiberlebenden Organschnitten, die sowohl die Histaminase als auch 
die Histidin-decarboxylase enthalten, die Wirkung eines der beiden Fe 
mente, nimlich der Histaminase, auszuschalten. Das gelingt in der Tat 
Schiittelt man z. B. Meerschweinchenleberschnitte oder -Extrakte jy 
Gegenwart von Histidinlésung mehrere Stunden bei 379 unter Sauerstoff 
so 14Bt sich im Versuchsansatz kein Histamin nachweisen. Versetz1 
man aber die gleichen Versuchsansatze mit 0,001 mol. Lésung von II bz 
mit 0,0001 mol. Lésung von I, so wird im Versuchsansatz Histamin 
nachweisbar. Es wird also im Versuchsansatz ohne Hemmungskérper 
das gebildete Histamin durch die Histaminase der Leber unter Sauerstoff- 
verbrauch oxydiert und so dem Nachweis entzogen, im Ansatz mit 
Hemmungskorper bleibt das Histamin trotz Sauerstoffgegenwart er. 
halten, da nur die Histaminase in ihrer Aktivitat entscheidend gehemmt 
wird. Dieser Befund ist von Wichtigkeit, wenn es gilt, eine schwac! 
wirksame Decarboxylase neben einer hochaktiven Histaminase nach 
zuweisen, da es trotz sorgfaltigstem SauerstoffausschluB nicht immer ve 
lingt, die Histaminasewirkung vollkommen zu unterdriicken. Mit diese 
Versuchen ist erwiesen, daB Sauerstoff die Aktivitat der Decarboxylas 
nicht beeinfluBt. Das Ferment ist also unter physiologischen Be 
dingungen voll wirksam. Wir halten es fiir méglich, daB auch im lebenden 
Organismus das Zusammenspiel der Histaminase und der Histidin- 
carboxylase, die in wichtigsten Organen nebeneinander vorkommen 
durch Hemmungskérper in der eben angedeuteten Weise ygeregelt 
wird. Einen kérpereigenen Hemmungskérper, welcher die beiden Fe: 
mente qualitativ gleich beeinfluBt wie die Reagentien von Girard, haben 
wir allerdings bisher nicht auffinden kénnen. 

P. Holtz (5) teilte kiirzlich mit, daB die Dopadecarboxylase (6 
im Diinndarm enthalten ist. Da dieses Ferment im Organismus bishe 
dieselbe Verteilung aufwies wie die Histidincarboxylase, priiften wir, 
ob die Darmschleimhaut des Meerschweinchens Histamin aus Histidin 
zu bilden vermag!. Wir fanden, daB dies der Fall ist. Die Aktivitat 


1 Anmerkung bei der Korrektur: Inzwischen sind auf die vorlaiutiz 
Mitteilung von Holtz die ausfiihrlichen Publikationen gefolgt, aus dene 
hervorgeht, das Holtz die Histidin-decarboxylase im Meerschweinche! 
diinndarm zuerst aufgefunden hat. 
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jes Darmierments ist nahezu halb so groB wie die des Nierenferments. 
in ihrem Verhalten gegeniiber Hemmungsk6érpern unterscheidet sich 
die Decarboxylase des Darms nicht von der der Niere oder Leber. Die 


Decarboxylaseaktivitat der Diinndarmextrakte nimmt durch mehr- 
tivige Dialyse gegen flieBendes Wasser nicht ab; sie geht durch Ent- 
wissern mit Aceton-Ather verloren. Schabt man bei ein und demselben 
Meerschweinchendiinndarm die Schleimhaut teils sehr vorsichtig, teils 
ebr kraftig ab und priift die leicht abgeschabte Schleimhaut bzw. 
jie von der Schleimhaut méglichst vollkommen befreite Muskulatur 
wf ihren Decarboxylasegehalt, so findet man ihn in der Schleimhaut 
doppelt bis dreimal so hoch wie in der Muskulatur. Es scheint demnach 
jie Decarboxylase besonders der Schleimhaut anzugehoren. 

Die Histidin-decarboxylase findet sich beim Meerschweinchen im 
vanzen Verdauungstrakt, also im Magen, Diinndarm, Dickdarm, Blind- 
larm und Rectum, weitaus am starksten jedoch im Diinndarm. Wir 
haben noch in gleicher Weise die Verdauungsorgane der Katze und des 
Kaninchens untersucht. Nur beim Kaninchen lieB sich das Ferment 
im Dimndarm, und zwar nur in ganz geringer Aktivitaét nachweisen. 
Bei der Katze war der Nachweis unsicher. Das Ferment fehlte im 
Dinmndarm von Rind, Schwein und Hund. Die Histaminase dagegen 
war im Diinndarm dieser Tiere vorhanden. Im Blinddarm und Diinn- 
darm des Menschen, ferner im Uterus und in der Gallenblase war 
die Decarboxylase nicht nachweisbar. Die Histaminase war in den 
venannten Organen des Menschen nur in ganz geringer Aktivitat nach- 
weisbar. 

Der Nachweis der Bildung von Histamin durch die Decarboxylase 
n Gegenwart von Sauerstoff und Histaminase gelingt besonders ein- 
drucksvoll bei der Verwendung von Meerschweinchendiinndarmextrakt. 
So wurden in einem Ansatz, der eine 10-4 mol. Lésung von | enthielt, 
unter Sauerstoff 28 » Histamin gebildet, wahrend ohne den Hemmungs- 
kérper im gleichen Versuchsansatz nur 6 Histamin nachweisbar 
waren. In der gleichen Versuchszeit inaktivierte der Extrakt unter 
gleichen Versuchsbedingungen, also ohne Hemmungskorper, 39» Hista- 
min, die einem weiteren Ansatz zugesetzt worden waren. 

Wir hatten friiher (8) festgestellt, daB Papain das Tragerprotein 
der Decarboxylase abbaut. Auch das Trypsin zerstért das Ferment. 
Wie die Decarboxylase, so wird auch die Histaminase durch Trypsin 
ind Papain abgebaut. Wir bestatigen damit die Befunde von Zeller (4). 

Versuche mit Ninhydrin haben ergeben, daB weder die Histaminase 
noch die Decarboxylase durch dieses N H,-Gruppenreagens geschadigt 
wird. Es enthalt also weder die Histaminase noch die Decarboxylase 
vine NH,-Gruppe als wichtigen Bestandteil ihrer Wirkgruppe. 

14* 











K. Werle: 


Das Verhalten der Histaminase gegeniiber Hemmungsk6rpern :({)).); 
in vielen Punkten dem der Histidin-decarboxylase. Wir haben aber vinig, 
bemerkenswerte Unterschiede im Verhalten der beiden Ferieps, 
gewissen Stoffen gegeniiber feststellen kénnen: Versuche mit German), 
haben eine sehr starke Hemmungsfahigkeit dieser Substanz gegeniiby, 
der Decarboxylase ergeben. 10-4mol. Germaninlésung hemmt 7) 
100 °,, in 10 mol. Lésung ist die Hemmung noch betrachtlich. Ebens, 
stark hemmend wie Germanin wirkt eine andere Sulfoséure, nimlic} 
das Trypanblau. Die Histaminase dagegen wird selbst durch 16-2 mo! 
Germaninlésung nicht beeinfluBt. Interessanterweise wird auch dip 
Decarboxylase der Hefe durch die genannten Sulfosauren gehemmt (7 
Wir erblicken hierin eine Bestatigung unserer Ansicht (1), dal} dic 
Mechanismen der Decarboxylierung bei beiden Fermenten einande: 
ahnlich sind. 

Galle hemmt die Histidin-decarboxylase stark, laBt aber die Ak 
tivitat der Histaminase unbeeinfluBt. 0,1 cem Galle hemmen die Wir 
kung von | ccm der Lésung des stark wirksamen Meerschweinchen- ode 
Kaninchennierenferments vollkommen. Die Hemmung 1aBt sich auch 
am tiberlebenden Organschnitt feststellen. Sie ist tibrigens nicht etwas 
dadurch vorgetéuscht, daB8 Galle Histamin zu inaktivieren vermag 
Galle verbraucht kein Histamin, auch nicht merklich bei Sauerstoff 
gegenwart. Die Hemmung der Decarboxylase durch Galle ist fiir dies 
spezifisch. Andere Korperfliissigkeiten, zB. Serum, hemmen nicht 
Die hemmende Wirkung der Galle geht durch Kochen nicht verloren 
auch nicht durch Kochen mit Saéure, Lauge oder Alkohol. Die hemmende 
Substanz ist alkoholléslich und atherunléslich, sie ist niedermolekular 


ixperimenteller Teil. 


1. Hemmung der Histidin-decarboxylase durch Dimethylamidoessigsdui: 
‘ hydrazidchlormethylat, Hydrazidocarboxymethylpyridiniumchlorid — uni 
Phenylhydrazin. 

Die Fermentl6sungen wurden in der friiher beschriebenen Weis 
gewonnen (9), die Versuchsansétze wurden wie folgt fertiggestellt 
1. Leerversuch: lcem Fermentlésung + 1 cem m/5 sek. Phosphat 
puffer, + leem Wasser. 2. Hauptversuch: Wie 1, jedoch an Stell 
von 1 ecm Wasser 0,5 ccm Histidinlésung, enthaltend 5 mg Histidin 
base + 0,5 cem Wasser. 3. Hemmungsversuch: wie 1, jedoch an Stell 
von 1 cem Wasser 0,3 com Lésung des Hemmungskérpers, nach 30) Min 
langer Inkubation bei Zimmertemperatur Zusatz von 0,5 cem Histidir 
lésung + 0,2 cem Wasser. 

Die Ansatze wurden mit Toluol iiberschichtet, 1 Minute lang mit sau 
stofffreiem Stickstoff durchstr6émt und mit Gummistopfen verschlosse 
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Tabelle 1. 


Welt 
inioe Hemmung der Histidin-decarboxylase durch Dimethylamido 
iene ssigsiurehydrazidchlormethylat, Hydrazidocarboxymethy! 


lok pyridiniumehlorid und Phenylhydrazin. 
ti . > 





liber . 
‘ Hemmungskorper 7 Sistemin 
—_ a ‘g | Hem 
ausbeute | 
mung 
in 


| in 


av Al ersuchs- . : ‘ ; 
et Fermentmaterial Dimethyl! Hydraz.- Phenyl- 
imethyl. Pyrid hydrazin 


EN S' in Std. - 
Mol. Konz. yo), Konz. Mol. Konz 


pro Ansatz 
nic} 
} : 
mo! Meerschweinchen- 10,0 

1 dit nierenextrakt (1:4) 
t (7 " % . 1,3 
: 7 3 a 10,0 


dic 
nder 


- 


Ak ‘ - 
Wir Meerschweinchen- 
oder leberextrakt (1:3) 
auch 
etwa 
Mag 
toftf. 
diese 
icht Kanincbennieren- 30,0 
aren extrakt (1:4) 
ende ; ” — = 
: i 6,0 80 
war ‘ zt 20,0 38 . 
é 0,0 00 
0,0 100 
7,5 175 
dell Kaninchenleber- 
und schnitte 
‘ 100 
40 
Veist é A 5 75 
P 60 
tellt 100 
yhat : i : 100 
stelle é | : 37 


idin | Kaninchenleber- 
stelle | extrakt (1:3) 
Min ? 


33 
0 
idit f 5 3 = 62 

‘ 0 
100 
100 
58 
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Nach gemessener Zeit wurden die Ansatze auf 0° abgekiihlt und <«), 


bildeten Histaminmengen pharmakologisch bestimmt. Bei Ansiétzer y); 


Organschnitten wurden jeweils 0,3 g Organ verwendet. Die Ansatze wij, 
im Glasarm nach Krebs unter Stickstoff geschiittelt. Versuchs), 
sind in Tabelle I zusammengestellt. 


, 


2. Reaktivierung des durch Carbonylqruppenreagentien gehemante 
Ferments durch Dialyse, 

Von 30cem Meerschweinchennierenextrakt werden je 10 cem jy); 

19mg Hydrazidocarboxymethylpyridiniumehlorid bzw. 1,lmg Phen, 

hydrazin versetzt. Nach 30 Minuten langer Inkubation werden je 5 ¢ 


der Hemmungsansitze in Cellophanbeuteln 24 Stunden gegen flieende. 


Wasser dialysiert. 10 cem des Extrakts werden unverandert bei der Tey 
peratur des Dialysebeckens belassen. Danach wird die Fermentaktivit(; 
des unverinderten Extrakts der nichtdialysierten und der dialysierte 
Hemmungsansitze wie unter | angegeben bestimmt. Versuchsresultat 
finden sich in. Tabeile IT. 
Tabelle II. 
Reaktivierung des durch Hydrazidocarboxymethylpyridiniy 
chlorid bzw. Phenylhydrazin gehemmten Fermentes 





Ver- Mol. Hista- 
suchs- Hemmungs- minaus- 
dauer korper- beute 
in Std. Konz. in ; 


Ansatz Fermentmaterial 


Ohne Hydraz.-Pyrid. . 2,5 Kaninchennieren- 
extrakt (1:4) 
Mit Hydraz.-Pyrid. .. ee ‘i 10 
MitHydraz.-Pvyrid,dia- 
lysiert 2, , 10 


Ohne Phenylhydrazin 
Mit Phenylhydrazin. . 2, 5 10 
Mit Phenylhydrazin, 

dialysiert 2,6 Hs 10° 


3. Hemmung der Histaminase durch Dimethylamidoessigsdurehydracd 
chlormethylat, Hydrazidocarboxymethyl pyridiniumchlorid und Phen! 


hydrazin. 


Als Fermentlésung dienten Torantil (Bayer) und Rohextrakt 
histaminasehaltiger Organe, die in der oben angegebenen Weise 
wonnen worden waren. Letztere enthielten vielfach histaminartiy: 
Substanz. Um diese bei den Inaktivierungsversuchen in Rechnung 
setzen zu kénnen, liefen jeweils neben den Hauptversuchen, denen als 
Histamin zugesetzt wird, Leerversuche ohne Histamin. Die Versuch 
ansaitze mit Torantil enthielten im Leerversuch 1 ccm FermentlOsung 
leem 0,2 mol. Phosphatpuffer pu 7,4 und 1 cem Wasser. Die Inakt 
vierungsansatze enthielten das gleiche, jedoch an Stelle von 1 ccu 
Wasser 0.3 cem der Lésung mit Hemmungskérper. 30 Min. nach Zusat 
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desselben wurden 0,5 cem Histaminlésung und 0,2 eem Wasser hinzu- 
gefligt. 

Dienten Organextrakte als Fermentlésung, so wurden zwei Leer- 
versuche durchgefiihrt, der eine von ihnen enthielt dieselbe Menge 
Hemmungskorper wie der Hauptversuch, der andere enthielt nur Extrakt 


Tabelle IIT. 
Hemmung der Histaminase durch Dimethylamidoessigsaure- 
hbydrazidchlormethylat, Hydrazidocarboxymethylpyridinium- 


chlorid und Phenylhydrazin. 





Hemmungskorpe: Zu- Inakti- 
: mo a gesetzte vierte Hem- 
Dimethyl H ydraz.- I henyl- Histamin- Histamin- mung 
. Pyrid. hydrazin menge menge jn 0 
Mol.Konz. yfo]. Konz. Mol. Konz. in } in } 


Fermentmaterial 


Torantil 10 10 
10 0 
10 0 
10 5 
10 0 
10 0 
10 0 
10 2.5 


t 
t 
4 
4 
t 
4 
! 
4 


10 6,7 
10 3,4 
10 0,0 
10 i] 
10 0,0 
10 


Kaninchen- 
niere (1:4) 


Torantil 


Meerschw.- 
Leberextrakt 


Kaninchen- 
leberschnitte 
” 


” 
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und Putfer. Mit Hilfe des zweiten Leerversuchs, wurde festgeste|); 
wieviel histaminartige Substanz der verwendete histaminaseh|tiy, 
Extrakt enthielt. Die Auswertung beider Leerversuche erméglichy, 
dann die Entscheidung der Frage, ob waihrend des Versuchs Hist ay) 
aus dem Gewebe bzw. Extrakt selber in Freiheit gesetzt oder ge)jj|de 
wurde. Der Hemmungskoérper verhindert namlich die Inaktivieryy, 
des von vornherein vorhandenen und gegebenenfalls neu entstehende; 
Histamins. Eine Neubildung von Histamin im Extrakt allein wa, 
unter den gegebenen Versuchsbedingungen nicht zu beobachten. [)j, 
Ansaitze wurden unter Sauerstoffzufuhr im Glasarm nach Krebs be 
37° geschiittelt. Das verbrauchte Histamin wurde an Hand der ye 
bleibenden pharmakologischen Wirkung der Ansiitze am isolierten Mee: 
schweinchendiinndarm ermittelt. 


In Tabelle III sind Beispiele der Hemmungsversuche zusammey 
gestellt. Die Ergebnisse der Leerversuche sind, wie iibrigens auch jy 
Tabelle 1, der Raumersparnis halber nicht eigens angefiihrt. 


Tabelle IV. 


Nachweis der Bildung von Histamin aus Histidin in Gegey 
wart von Sauerstoff und Hemmungskérpern: Vergleich mi: 
der Bildung in Gegenwart von N,. Histaminaseaktivitat « 


verwendeten Fermentlésungen. 





Histaminausbeute in ; 


Histamin inaktiviert 
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mit mit 
Hem- Hem- 
mungs- mungs- 
kérper korper 
‘i Oo 


4 


3 Dim. 
-Pyrid 


Ferment material 


Versuchsdauer 
kérper O, 


mit 10 
Hvydraz 


ohne Hemmungs- 
10-4 
Zugesetztes Histamin 
Hemmung in °/, 

mit 
Hemmung in 


Pyrid. 


Hemmungskérper No 
Hydraz.- 


a 
op 


Meerschweinchen- 
leberextrakt (1:3) 


Kaninchenleber- 
schnitte 
Rindernieren- 
extrakt 
Schweinenieren- 
extrakt 
Meerschweinchen- ‘ Bt] 5 0,0 10 
diinndarmextrakt 
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|, Nachweis der Bildung von Histamin aus Histidin in Gegenwart von 
Saucrstoff und Hemmungskérper fiir Histaminase; Vergleich mit der 
Bildung in Gegenwart von Stickstoff. Histaminaseaktivitat der ver- 


wendeten Fermentlésungen. 


Bei der Durchfiihrung der in Tabelle LV angefiihrten Versuchs- 
beispiele wurde wie im Abschnitt 1 und 3 angegeben verfahren. Auch 


hier wurden die zur Gewinnung eindeutiger Versuchsresultate not- 
wendigen Leerversuche beriicksichtigt (Tabelle IV). 


j. Nachweis und Verhalten der Histidin-decarboxylase des Diinndarms 


vom Meerschweinchen. 


Die Diinndarmextrakte wurden in folgender Weise gewonnen: Meer- 
.chweinchen wurden durch Kopfschlag betéubt und aus der Carotis entblutet, 
der Darm sofort entnommen, aufgeschnitten und mit Tyrodelésung sorg- 
faltig gewaschen. Das Organ wird nunmehr durch den Fleischwolf gedreht 
und nach griindlichem Verreiben mit Seesand und Wasser im Verhaltnis | ; 3 
extrahiert. In gleicher Weise wurde bei den iibrigen Abschnitten des Ver- 
dauungstraktus (siehe Abschnitt 6) verfahren. Zum Nachweis der Histidin- 
carboxylase wurden den Ansatzen, die in der oben angegebenen Weise 
fertiggestellt wurden, 5 mg Histidinbase zugesetzt. 


Tabelle V enthalt eine Reihe von Versuchsbeispielen. 


Tabelle V. Nachweis und Verhalten der Decarboxylase des 
Meerschweinchendiinndarms. 





Hemmungskérper 
mee ia Histamin- 
Phenvl- ausbeute Hemmung 
‘ in 7 in %» 
pro Ansatz 


Versuchs- akc and 
dauer Semi- Dimethyl- Hydraz.- 


in Std. earbazid amidoessigs. Pyrid. hydrazin 
Mol. Konz. Mol. Konz Mol. Konz. Mol. Konz. 


30,0 
51,0 
10- 9,0 


6. Vorkommen der Histidin-decarboxylase und Histaminase 
in den einzelnen Abschnitten des Verdauungstraktus. 


Die Durchfiihrung der Versuche geschah wie in Abschnitt 5 be- 
schrieben. Versuchsbeispiele enthalten die Tabelle VI und VII. 














EK. Werle: 


Tabelle VI. 


Vorkommen der Decarboxylase im Verdauungstraktus 
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in Std 
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Leerversuch 
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Gebildete Histamin- 
Histaminmenge 
Gebildete Histamin- 


Gebildete Histamin- 
in 
Leerversuch 
Gebildete Histamin- 


Meerschw. 4 | : 5,1 
a 6,0 |: 0,8 19 6,3 
Katze 0,45): Muskel; 0,0 Rest- 
Schieimhaut; 0,0 darm 


| 0,4 
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11,2 9 0,0 Muskel; 1,5 0,0) 0,3 

| Schleimhaut; 0,9 0,0 

Meerschw. | Muskel; 8,3 2,4 
Schleimh.; 29,4 | 0,6! 


Kaninchen 


Tabelle VIT. Vorkommen der Histaminase im Verdauungstraktus. 
Zugesetzte Histaminmenge 10 y. 





Versuchs- Magen Dickdarm Diinndarm Blinddarm § Rectum 
dauer Tiere SuSE EEnneeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen rene 
in Std. Inaktivierte Histaminmenge in y 
| 
Meerschweinchen 10 
“se 1 3.4 
Katze 0 ‘Schleimh.; 10) 
Muskel; 10 | 
4 Kaninchen 8,5 10 10 | 10 


5 
4,5 
4 


/. Verdauung der Decarboxylase durch Trypsin. 

Zu 2ccm Meerschweinchennierenextrakt werden a) 2 mg Trypsin 
bzw. b) 0,5 mg Trypsin (Merck) und 1 ccm sek. Phosphatpuffer gegeben. 
Nach einstiindigem Stehen bei 379 werden je 5 mg Histidin zu den 
Versuchsansatzen gegeben. Ein weiterer Ansatz c) ohne Trypsin wird 
in gleicher Weise behandelt. % Stunden, 37°, No. 

Die Ausbeuten derartiger Ansaétze waren z. B. a) 0,0, b) 10,0, ©) 32.0 
Histamin. Die Zerstérung der Decarboxylase betrug also 100 bzw 
68%. Trypsin allein zerstért Histamin unter den Bedingungen dieser 
Versuche nicht; es enthalt also keine wirksame Histaminase. 


S. Hemmung der Decarboxylaseaktivitdt durch Galle. 


Die Hemmungsversuche wurden mit 1/,stiindiger Inkubation in 
Ansiatzen durchgefiihrt, wie sie in Abschnitt 1 beschrieben sind. Di 
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Dialyse der Galle gegen stehendes Wasser erfolgt in Cellophanbeuteln. 
Zur Herstellung eines Alkoholextrakts wurde die Galle auf dem Wasser- 
bad zur Trockene verdampft. Der Riickstand wurde in Aikohol auf- 
vgenommen und die Lésung filtriert. Fiir den Hemmungsversuch wurde 
der Alkoholextrakt auf dem Wasserbad zur Trockne gebracht und der 
Riickstand in soviel Wasser aufgenommen, als urspriinglich Galle vor- 
handen war. Zur Alkoholfillung der Galle wurden je 10 ccm Galle 
mit 50cem Alkohol versetzt. Man erhielt einen geringen Niederschlag, 
der nach Isolierung auf der Zentrifuge mit Alkohol und Ather getrocknet 
wurde. Der Riickstand wurde dann in méglichst wenig Wasser auf- 
genommen. 

Ein Atherextrakt wurde durch haufiges Ausschiitteln der Galle 
mit Ather erhalten. Der Atherextrakt aus 10 ccm Galle wurde im 
Reagensglas zur Trockne gebracht und in diesem der Hemmungs- 
versuch angesetzt. In Tabelle VIIL sind die Hemmungsversuche mit 


Galle zusammengestellt. 


Tabelle VIII. Hemmung der Decarboxylase durch Galle. 





Ver- } , 
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dauer material in ccm - 0), 
i vom hj 
in Std. 0 mj 
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0,25 Schwein 0,0 100 Histidin 
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0,25; gekocht 0,0 100 
0,0 100 
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Alkoholextrakt 
25mg Nied. der 10,5 0 
Alkoholfallung 


Kaninchen- 
nierenextrakt 


36 
0,5 Schwein 0,0 
0,5; 10 Min. mit uM 0.0 
HCl gekocht 


0,5; 10 Min. mit 0,0 
NaOH gekocht 


0,33; auBen 0.0 100 com Gall 
eingeengt 24 Std. dialy- 
* = siert. AuBen 
0,25 Meer- 0,0 eingeengt 
schweinchen 


Meerschweinchen- 
nierenextrakt 


6.0 
0,5 Schwein 0,0 


Meer- 


schweinchen- 


Galle mit Ather 
extrahiert. 
Ansatz mit 
Atherextrakt 


leberextrakt 
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Verhalten der Histaminase gegeniiber Galle. 





Zugesetzte Galle Zugesetzte Inaktivierte 
Galle stammt Histamin- Histamin 
in ccm vom menge in ; in ; 


Versuchs- 
dauer 
in Std. 


Ferment- 
material 


4 Torantil 50 50 
4 i 0,5 Menschen 50 50 0.0 
4. Verhalten der Decarboxylase und Histaminase gegen Trypanblay 
Germanin, Dinitrophenylhydrazinchlorhydrat und Dimedon. 
Ansatze wie unter 1 und 3 beschrieben. Die Fermentlésunvey 
werden mit den Hemmungskérpern vor dem _ Substratzusaty 


Tabelle IX. Verhalten der Decarboxylase gegen Trypanblau, 
Germanin, Dinitrophenylhydrazinchlorhydrat und Dimedon. 





Hemmungskorper 
Ver- Dinit Histamin- 
suchs- ee + ,p . Initro- | ausbeute 
dauer Fermentmaterial gg Germanin Dimedon phenyl- in y pro 
in Std. Mol. Konz, Mol. Konz. Mol. Konz. hydrazin Ansatz 
wpirtchiciecnas Mol. Konz. 
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3) Min. lang inkubiert. Versuchsbeispiele enthalten die Tabellen LX 
und X. : 


Tabelle X. Verhalten der Histaminase gegeniiber Germanin, 
Trypanblau und Dinitrophenylhydrazinchlorhydrat. 





Versuchs- Gadiaad haere Dinitro- Zu- Inakti- 

Scie Ferment- Jermanin Trypanblau —phenyl- gesetzte viertes | Hemmung 
S "St 1 material Mol. Konz. Mol. Konz. bydrazin  Histamin- | Histamin in O/o 

a tetage Mol. Konz, Menge in ; in } 


Torantil 50 50 
50 50 

50 50 

50 50 

- 30 30 

1Q 4 30 0 

10-5 30 3 

10-6 24 24 


ao 


S 
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Die eiweiBsparende Wirkung unvollstindiger EiweiBe (Zein und Gelatin YY 



















e Ze 
beim Menschen. 6b I 
Von 
W. Lintzel und J. Rechenberger. Clu 
(Aus der Physiologisch-chemischen Anstalt der Universitat Jena \ 
(rele 
(Eingegangen am 5. Januar 1940.) nur 
~par 
Als unvollstindig kénnen solche NahrungseiweiBe bezeichnet 
werden, die einzelne unentbehrliche Aminosaduren entweder tiberhaup: Erg 
nicht oder in so geringen Spuren enthalten, daB sie bei der Ernahrung chee 
mengenmaBig keine Rolle spielen. aid 
Klassische Beispiele unvollstandiger EiweiBe sind unter andere hei * 
Gelatine, Clupein und Zein. mit 
Wie in zahlreichen Tierversuchen, und zwar vornehmlich an Hund. elwe 
Ratte und Schwein immer wieder gezeigt worden ist, vermégen diese vere 
EiweiBe bei beliebig hoher Zufuhr den EiweiBbestand des K6rpers nicht Tein 
zu erhalten. Die Tiere nehmen ab und gehen schlieBlich zugrunde. Dennoc! 
bleibt die N-Bilanz nicht unbeeinfluBt, wie schon C. Voit! in einem grund 
legenden Versuch mit Leim beim Hunde nachwies. 
Tabelle I. EiweiBsparende Wirkung des Leims beim Hund: 
(C. Voit, 1872). bhi 
Tagesmittel aus dreitagigen Perioden. und 
elwe 
‘Vv Zufuhr des 7 
Versuch i chia : as N-Aufnahme N-Ausfuhr N-Bilanz les 1 
Nr. Leim Fett Norr 
50 200 7 13,7 - 6,7 che 
100 200 17,5 - 3, 7. bi 
200 200 2 29,9 ; phys 
= eee . ; Sie eae : sucht 
Ein giinstiger EinfluB des Leims auf die N-Bilanz ist hier deutlic! ol 
vorhanden, doch fiihren selbst die gr6Bten Gaben nicht zum N-Gleichgewiclit sich 
Diese Eigentiimlichkeit mancher unvollstandiger EiweiBe, namentlich de: 
Gelatine und des Zeins, weniger des Clupeins, wird als eiweiBspareni 1 
Wirkung bezeichnet. Lia 
Der Prozentsatz des endogenen N-Verlustes, der durch die unvol! Aesil 
standigen EiweiBe ersetzt werden kann, wechselt naturgemaéB mit der Ar nt J 
und Menge der Zufuhr, und zwar wirken kleine Gaben relativ giinstive: 60. 1 
R. 


1 (. Voit, Zeitschr. f. Biol. 8, 297, 1872. diese 
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Kirchmann'! konnte beim Hunde 27 bis 35 °, des endogenen N durch Gelatine 
ersetzen, wenn die Zufuhr des Gelatine-N das 1- bis 6fache des endogenen N 
netrug. Me Collum? gelangt bei Schweinen zu 45%, Terroine und Mit- 
arbeiter® erreichen beim gleichen Tier 32 bis 86 °,,. 

Henriques * konnte bei Ratten mit Zein, dessen Menge dem 2fachen 
des endogenen N entsprach, 67% des endogenen N ersetzen. Aus den 
Fiitterungsversuchen von Me Collum beim Schwein, wobei das zugefiihrte 
Zein das 1- bis 9fache des endogenen N betrug, berechnet T'erroine, dab 
i4 bis 81% des endogenen N gedeckt wurden. 

Deutlich geringer, 20 bis 33°, entsprechend, war die Wirkung von 
Clupein, die Henriques und Hansen® bei der Ratte beobachteten. 

Versuche am Menschen scheinen nur von Robison®, und zwar mit 
Gelatine ausgefiihrt worden zu sein. Der endogene N-Verlust konnte hie 
nur bis zu 11,9, durch Gelatine gedeckt werden, zum Teil war die eiwei(- 
-parende Wirkung iiberhaupt nicht nachweisbar. 

Da wir in friiheren Versuchen mit Glykokollgaben beim Menschen 
Ergebnisse erzielt hatten, die von einigen Befunden am Tier grund- 
sitzlich abwichen’, schien uns die Priifung der eiweiBsparenden Wirkung 
unvollstandiger EiweiBe am Menschen von Wichtigkeit, zumal sich 
hei vollkommen gleicher Versuchsanordnung eine Vergleichsméglichkeit 
mit den Wirkungen des Glykokolls ergab, das in jenen Versuchen keine 
eiweisparende Wirkung, sondern sogar Verschlechterung der N-Bilanz 
yezeigt hatte. In den Kreis der Untersuchung wurden Gelatine und 
Zein als unvollstandige EiweiBstoffe gezogen. 


Versuchsteil. 


Die Versuche wurden wieder nach dem Prinzip voneinander un- 
ibhangiger Versuchsperioden ausgefiihrt. Von normaler Ernahrung 
und normalem Korpergewicht ausgehend, wurden 3 vorbereitende 
eiweiBarme, dann 6 eiweiBfreie Versuchstage, gegebenenfalls mit Zulage 
des zu priifenden EiweiBes, durchgefiihrt. AnschlieBend folgte wieder 
Normalnahrung bis zur Herstellung des urspriinglichen Kérpergewichts, 
che zu einem neuen Versuch geschritten wurde. Die entscheidenden 
7. bis 9. Tage jedes Versuchs treffen den Organismus noch in einem 
physiologischen Zustande, waihrend kontinuierlich weitergefiihrte Ver- 
suche einen durch fortgesetzte EiweiBkarenz verainderten und standig 
sich weiter umstellenden Kérper treffen wiirden. Jeder nach unserem 


1 J. Kirchmann, Zeitschr. f. Biol. 40, 54, 1900 2 Me Collum, Amer. 
J, of Physiol. 29, 215, 1911/12. — * Terroine, Fleuret u. Stricker, C. r. 
Ac. Sei 177, 496, 1923: Terroine, Bonnet, Chotin u. Mile. Mourot, Arch. 
int. Physiol. 33, 60, 1930. — 4 V. Henriques, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
60, 105, 1909. — ° V. Henriques u. C. Hansen, ebenda 49, 113, 1906. 
R. Robison, Biochem. J. 16, 111, 1922. 7 W. Lintzel u. W. Bertram, 
iliese Zeitschr. 297, 270, 1938. 
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Prinzip durchgefiihrte Versuch ist eine unabhangige Kinheit und kay) 
jederzeit unter gleichen Bedingungen reproduziert werden. Wiilirey< 
die endogene N-Ausscheidung bei kohlehydratreicher, N-freier Koy 
‘fiir die Versuchsperson L. schon aus der I. Mitteilung bekannt wa; 
wurden an Versuchsperson R. zwei Bestimmungen ausgefiihrt. 


Tabelle Il. Versuchsperson R. Versuche mit N-freier Kost 





N-Zufuhr 0,25 g pro Tag N-Zufuhr 0,31 g pro Tag 





Koérper- Harn- Harn- ,. . K6érper- Harn- Harn- 
gewicht menge N Kot-N gewicht menge Pu N 
kg ecm g kg ecm g 


Kartoffel-|| 74,5 74,2 
Gemiise- 1350 | 7,75 700 
= 74,4 850 740 0.93, 74,0 450 


74,0 650 | 6,09 74,0 470 
aes 4.43 74.0 680 
yee "i 939 4.24 73,0 | 400 

wi 73,0 3,52 72,9 450 


7,55 | 1,3! 
6,06 0,71 
5,96 = 0,17 
5,69 = 0,90 
4,29 0,26 
4,32 0,63 
3,80 0,43 
3,34 0,00 


< i 


> SMe 


oS 


- 


Schmalz | 79'4 5 | 3,08 | 0,45) 72.5 | 400 
73,2 |(2,25)* 0,56 | 72,0 380 


ADPMAAH ANH 


* 


DO O-1S 
to Sr fo Sa ho sa 


Mittel (7. bis 
9.Tag).... | 72,7 3,30 | 0,52) 72,5 3,82 0,53 


* Dieser Wert wird besser eliminiert, da der niedere N-Wert nur als zufillige Schwankuny 
betrachtet werden muB8. 


Aus dem friitheren und den vorliegenden N-freien Versuchen er 
geben sich fiir die beiden Versuchspersonen die folgenden, fiir di 
weitere Untersuchung zugrunde zu legenden Werte: 


Tabelle III. N-freie Versuche. 





Absolut g N mg N pro kg Kérpergewicht 





~L.(76,6 kg) ‘RB. (72,6 kg) L. 


N-Zufuhr in g 2 0,28 3,1 
3 3,56 44,3 
0,52 14,5 

N-Bilanz = endogene N-Aus- 
scheidung in g — 4,28 — 3,81 55,5 


Fiir die Versuche mit Gelatine wurde ein Praparat von Scheriny 
von vorziiglicher Qualitét, das kaum Leimgeschmack aufwies, ver 
wendet, 20 g Gelatine pro Tag wurden mit Traubenzucker und Frucht 
saft zu einem Gelee verkocht und im Laufe des Tages kalt verzelirt 
AuBerdem wurden Starkebrot und Schmalz verwendet. Nach voran 
gegangener Kartoffel-Gemiisekost kam die Versuchskost vom 4. bis 
9. Tage in Anwendung. 





Mit 


lich 
sch 
sie | 
ver 
wer 
die 
wes 


kam 
rend 
Kost 


War 


0,90 
0,26 
O,b3 
0,43 


0,00 


0,53 


nkung 


erin 
ver 
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phrt 
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bis 


a 
‘ 
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Tabelle IV. Versuche mit Gelatine. 20g Gelatine (2,86g N) und 
Zukost (0,25g N) = 3,ll¢ N. 





Versuchsperson L. Versuchsperson R. 


Versuchstag Kérper- Harn- Harn- = KGrper- Harn- Harn- 
gewicht | menge PH N gewicht menge py N 
kg ecm g kg ccm 


79,9 600 7,65 74,8 

1530 7,97 

1120 5,7 9,42 900 6,3 7,09 1,3 
1940 6,84 1165 746 1200 5,58 0,2 
1620 6,76 |j 7° 1100 5,20 || 9 a 
755 5,76 1,01 700 4,65 | %° 
750 6.27 1,18 73,2 850 4,98 |) 1 os 
880 5,7, 4,60 0,66 800 4,55 | 7° 
1300 6,6 5,24) 0,89 73,0 800 5,38 0,63 


Connon KH Wrore 


Mittel (7. bis 
9.Tag) ... 7,! 5,04 0,91 73,1 4,95 0,64 


Die Resorption der Gelatine bei den Versuchen ergibt sich folgender- 


maBen : 





Versuch L. Versuch R. 


N-Zufuhr (g) mit Gelatine ............... 2,86 2,86 
Kot-N (g) mit Gelatine 0,91 0,64 
Kot-N im eiweiBfreien Versuch (g) , 1,11 0,52 
Unverdaut (g) 0,00 0,12 
Verdauungsquotient 96% 


Die Resorption der Gelatine ist somit eine sehr weitgehende. Die 
Gegeniiberstellung der Bilanzen hat folgendes Ergebnis: 





Versuch L. Versuch R. 


N-Bilanz ohne EiweiB (g N) 4,25 3,81 
N-Bilanz mit 2,86 g¢ Gelatine-N 2,84 - 2,48 
Differenz (g N) + 1,41 + 1,33 
Endogener N erspart 33,2 % 35,9 % 


Die eiweiBsparende Wirkung der Gelatine ist hiernach sehr erheb- 
lich. Obgleich die Gelatinezufuhr nur etwa 70 °% der endogenen N-Aus- 
scheidung entspricht, sind 33,2 bzw. 35,9 °% dieses N-Verlustes durch 
sie gedeckt worden. Es ist also etwa die Halfte der zugefiihrten Gelatine 
verwertet worden. Die Ergebnisse der obenerwahnten Tierversuche 
werden damit im Versuch am Menschen durchaus bestatigt, wahrend 
ie von Robison.am Menschen beobachtete eiweiBsparende Wirkung 
wesentlich iibertroffen wird. 

Biochemische Zeitschrift Band 304, 
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Die Versuche mit Zein wurden mit einem Praparat durchgetiihr 
das wir nach den Angaben von Osborne! aus feuchtem Maiskleber (a, Gr 
stellten?. Das Zein wurde in der Porzellankugelmiihle fein verm}Je, 
und einem Stairkepudding beigemischt. Als Zukost kamen Himbec; 
und Kirschsirup, Starkebrot und Schmalz zur Anwendung. An de; 











Versuchstagen lL bis 3 wurde Kartoffel-Gemiisekost, an den Tagen 4 his 4 nel 
eiweibfreie Kost mit Zein verwendet. Gh 
veb 
Tabelle V. Versuche mit Zein. che 
Versuchsperson L. 18g Zein Versuchsperson R. 20g Zei: spe 
(2,61g N) + Zukost (0,25 g N) (2,90 g N) + Zukost (0,25 ¢ N seh 
= 2,86g N 3,15 g N 
Versuchstag re _ aaa sama 3 aise preoeonienenmnetia 5.5 cee, Syren emamsaten 146 nie 
Koérper- Harn- Harn- .. .  Ké6rper- Harn- Harn- , 
gewicht menge Pu N Kot-N gewicht menge Py N Kot-\ spr 
kg ecm g g kg ecm g g 
79,8 960 7,75 75,0 
1020 8,36 
1045 6,93 
1130 6,2 5,93 27 75,0 1100 6,44 
980 6,5 5,91 2 1200 5,07 
1120 6,3. 6,22 8 74,56 1100 |: 4,68 
1175 6,7 4,44 9 900 4,81 
78,8 1220 6,5 5,43 6 73,5 650 5,10 
‘ 790 4,20 6 73,5 580 4,55 
Mittel (7. bis 
OF cs | A 4,69 : 73,5 4,82 
Die Resorption des Zeins ist nach der folgenden Aufstellung 1: 
beiden Versuchen etwas verschieden, jedenfalls aber erheblich: 
Gly 
Versuch L. Versuch RK die 
3 4 : ‘ dag 
N-Zufuhr (g) mit Zein 2,61 2,90 D 
Kot-N (g) mit Zein 1,34 0,39 be 
Kot-N (g) bei Grundkost 1,11 0,52 ner 
Unverdaut (g N) 0,23 0,0 ent! 
Verdauungsq uotient 90% 100 % 
Die eiweiBsparende Wirkung des Zeins ergibt sich wie folgt dur 
Gly 
Versuch L. Versuch R. Z 
N-Bilanz ohne Eiweib — 3,81 beta 
N-Bilanz mit 2,61 bzw. 2,90g Zein-N .... — 2,06 met 
Differenz (g N) s + 1,75 
Endogener N erspart ... 25, 45,9 % 
veri 


1 Th. B. Osborne, Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethod 
1. Aufl., IT, 325, 1910. — *® Fiir die Bereitstellung der erforderliche: 
Mengen von frischem Maiskleber in vorziiglicher Beschaffenheit sind wir (le! 
Deutschen Maizena-Werke A.G., Hamburg zu bestem Dank verpflichtet 
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Obgleich die beiden Werte divergieren, liegen sie doch in der gleichen 
Gréfenordnung wie die Wirkung der Gelatine. 


Diskussion der Ergebnisse. 

Wir sind jetzt in der Lage, die Ergebnisse von drei Versuchsreihen 
nebeneinanderzustellen, die iiber die eiweiBsparende Wirkung von 
Glykokoll, Gelatine und Zein beim Menschen Auskunft geben und weit- 
vehend vergleichbar sind. Die Versuchsanordnung war immer dieselbe, 
ebenso waren die N-Mengen und Calorien analog, ferner auch die 
spezifisch-dynamische Wirkung, die fiir Glykokoll! und Gelatine® 
sehr ahnlich gefunden wurde, wahrend fiir Zein vergleichbare Angaben 
nicht vorliegen. Es werden ferner noch zwei Milchversuche mit ent- 
sprechender N-Zufuhr in Vergleich gestellt. 





Zunahme (+) bzw. 
Zufuhr Abnahme (—) der endogenen 
N-Ausscheidung in °/, 


Versuchs- 
person 


Glykokoll 3,37 g + 10,0 
= 2,56 g 1 24,3 
Gelatine 2,86 g 33,2 
e 2,86 g 35,9 


- 17,2 
- 34,6 


Zein 2,61 g 25,4 35.7 
2,90 g N 45,9 wee 


Milch 3,36 g 45,2 
= 2,83 g 31,4 


— 38,3 


Es besteht hier ein grundsitzlicher Unterschied der Wirkung von 
Glykokoll einerseits, Gelatine und Zein andererseits, da Glykokoll 
die endogene N-Ausscheidung steigert, die unvollstandigen Eiweibe 
dagegen sparend wirken. Die von Terroine in Erwagung gezogene 
Deutung, wonach die unvollstandigen Eiweife nur einen undifferen- 
zierten N-Bedarf decken, wozu jedes beliebige Amino-N befahigt sei, 
entfallt hiernach vollkommen. 

Auch die oft diskutierte Erklirung der eiweiBsparenden Wirkung 
durch den Caloriengehalt der N-Substanzen erledigt sich, da auch 
Glykokoll Calorientrager ist, ohne jedoch eiweifsparend zu wirken. 

Es hat diese Auffassung an sich wenig Wahrscheinlichkeit in An- 
betracht der reichlichen Kohlenhydratzufuhr und der geringen Eiweif- 
mfuhr in unseren Versuchen. 

Bemerkenswert ist, da die unvollstandigen EiweiBe bei diesen 
yeringen Gaben nicht sehr hinter MilcheiweiB zuriickstehen. Beistarkerer 


' Grafe, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 118, 1, 1915/16. — * Rapport, 
J. of biol. Chem. 60, 497, 1924. 
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Zufuhr allerdings ware zu erwarten, da sie hinter dem Milcheiweip 
immer mehr zurtickbleiben. 


Nach der Auffassung Rubners hat das ErhaltungseiweiB die Ay; 
yabe, das mit der Abnutzungsquote verlorene K6érpereiweiB zu ersetzey 
Es besteht andererseits kein Zweifel dariiber, daB Gelatine und Zej) 
unfahig sind, Kérpereiwei8 zu bilden. Wenn diese EiweiBe trotzden, 
einen Teil des endogenen N-Verlustes decken, so ergibt sich hier ejy 
Widerspruch, der bisher niemals plausibel erklart worden ist. Wenn 
wir die in der I. Mitteilung dargelegten Grundziige einer neuen Theorie 
des EiweiBstoffwechsels heranziehen, so ergibt sich zum ersten Male 
eine Deutung der eiweiBsparenden Wirkung unvollstandiger Eiweife 
die zudem tiberraschend einfach ist. 


Die bei der Einschmelzung des GewebseiweiBes frei werdendey 
Aminoséiuren werden nach unserer Auffassung nicht im Sinne de: 
Rubnerschen Annahme ohne weiteres abgebaut, sondern zur Restitution 
von K6rpereiweif und zur Bildung N-haltiger oder auch N-freier Tatig. 
keitssubstanzen verwertet. Nur ein Rest, der mangels einzelner limi 
tierender Aminosduren nicht verwertet werden kann, verfallt dem Abbau 
Strémen nun mit der Nahrung Aminosduren ein, so mischen sie sic!) 
mit den endogenen Aminosduren. Die Verwertung fiir die Restitution 
des KérpereiweiBes hangt damit nicht allein von der Zusammensetzung 
des exogenen Aminosaiuregemisches, sondern von der mehr oder weniger 
giinstigen Mischung mit den endogenen Aminosiauren ab. Es ist hier 
nach ohne weiteres denkbar, daB ein unvollstandiges Nahrungseiweil 
durch den endogenen Aminosiurerest so giinstig erganzt wird, dab ein 


mehr oder weniger weitgehende Verwertung fiir die Restitution des 


eingeschmolzenen EiweiBes méglich wird. Da sowohl der Gelatine wi 
dem Zein das Tryptophan fehlt, mu8 folgerichtig angenommen werden 
daB im endogenen N-Umsatz noch eine gewisse Menge dieser Amino 
siure verfiigbar ist, um einen Teil der unvollstandigen Eiweibe 2 
erganzen und damit verwertbar zu machen. 


E. Abderhalden’ weist in einer kritischen Betrachtung dieser A) 
schauungen darauf hin, da} unsere Auffassung voraussetzt, dab di 
endogenen Aminosauren im K6érper warten, bis sie durch das Einstromen 
der Nahrungsaminosauren ergainzt werden bzw. ihrerseits die Nahrung: 
aminosduren erginzen kénnen. Die Vorstellung des Wartens erlauter' 
tatsichlich treffend das, was wir meinen. Es kann auch nicht zweife! 
haft sein, daB ein solehes Warten méglich ist, und zwar aus folgende! 
Griinden: 


' EB. Abderhalden, Verhandlungen der 3. Frankfurter Konferenz 
medizinisch-naturwissenschaftliche Zusammenarbeit 19388, 
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Das Warten der endogenen Aminosaduren wird meist nur ein sehr 
kurzes sein, da ja der Abbau von GewebeeiweiB und der Einstrom 
von Nahrungsaminoséuren in weitem Umfange, namlich wahrend 
der ganzen Resorptionsdauer bei iiber den Tag verteilten Mahlzeiten, 
gleichzeitig erfolgen. Es kann gar nicht anders sein, als das endogene 
und exogene Aminosaéuren sich itiber Lymphe bzw. Blutbahn mischen, 
und daB das Gemisch andere Eigenschaften hat als die beiden Kompo- 
nenten allein. Aber auch ein langeres Verweilen der Aminosauren ist 
nicht ausgeschlossen. Berg und Rose! gaben jungen Ratten ein trypto- 
phanfreies Caseinhydrolysat, das Gewichtsabnahme bedingt, sowie in 
Abstanden von 6, 12, 24 bzw. 48 Stunden Tryptophanzulagen ent- 
sprechend 20 mg pro Tag. Auf Grund der Gewichtszunahmen ergab 
sich, da® zweimalige Gaben pro Tag in Abstaénden von 12 Stunden so 
gut wirkten wie vier Gaben in sechsstiindigem Intervall. Selbst Ab- 
stinde von 24 und 48 Stunden waren noch wirksam. In einer anders- 
artigen Versuchsanordnung gab Paloheimo? jungen Ratten in Abstanden 
von 48 Stunden Casein in einer Menge, die gerade Erhaltung, aber keinen 
gréBeren N-Ansatz erlaubte, wahrend in der Zwischenzeit nur N-freie 
Nahrung gegeben wurde. Cystin, das als limitierende Aminosaure 
des Caseins wohlbekannt ist, wurde 12, 24 bzw. 36 Stunden vor oder 
nach den Caseinmahlzeiten gegeben. Die erginzende Wirkung des 
Cysteins auch unter diesen erschwerenden Umstanden ergab sich aus 
den wesentlich besseren N-Bilanzen in den Cystinperioden. Ein Ver- 
weilen der Aminoséuren von sehr betrachtlicher Dauer ist hierdurch 
klar erwiesen. Theoretisch ist zu erwarten, daB die Verweildauer 
exogener und endogener Aminosduren bei N-armer Ernahrung von 
gréBerer Dauer ist, als bei N-reicher Fiitterung. Es ist daher mit 
einer gréBeren Okonomie des N-Umsatzes bei eiweiBarmer Ernahrung 
zu rechnen. 


Den. von uns verwendeten unvollstandigen EiweiBen, Zein und 
Gelatine, fehlt beiden Tryptophan. Da beide im menschlichen Organis- 
mus in erheblichem Umfange eiweiSsparend wirken, muB nach unserer 
Auffassung Tryptophan aus dem endogenen EiweiBabbau noch ver- 
fiigbar sein. Bei der Restitution des KérpereiweiBes aus den bei der 
Kinschmelzung frei gewordenen Aminoséuren kann daher Tryptophan 
nicht die primar limitierende Aminosaure sein. Als primar limitierend 
muB8 vielmehr eine Aminosiure angesehen werden, die sowohl in 
Gelatine wie in Zein vorhanden ist. Zum Unterschied von der gegen- 
seitigen Erganzung von NahrungseiweiBen kann die von uns an- 


' OC. P. Berqgu. W. C. Rose, J. of biol. Chem. 82, 479, 1929. 2 L. Palo- 
heimo, diese Zeitschr. 295, 48, 1938. 
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venommene Erganzung zwischen Nahrungseiwei} und endogeney 
Aminosauren als innere Ergdnzung oder endogene Supplementation 
bezeichnet werden. 


Zusammenfassung. 


1. In Bilanzversuchen am Menschen ergaben die tryptophan. 
freien EiweiBe Zein und Gelatine eine erhebliche eiweibsparende 
Wirkung. 


2. Die eiweiBsparende Wirkung wird durch die Annahme gedeutet, 
daB bei der Einschme!zung des K6rpereiweiBes unter anderen Amino. 


siuren Tryptophan in gewissem Umfange verfiigbar bleibt, durch 
welches eine Erganzung der unvollstandigen EiweiBe erfolgt. Dieser 
Vorgang wird als innere Erginzung oder endogene Supplementation 
bezeichnet. 





